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RESUMEN

Introduccion: La Oxitocina y la L-Tiroxina son dos hormonas
fundamentales durante el embarazo y el parto. Existe evidencia de un incremento
de ambas hormonas y de sus respectivos receptores de membrana expresados
en placenta, conforme avanza la gestacién. Y, ademas, existen diferencias en los
niveles hormonales de acuerdo con el tipo de parto cursado. Sin embargo, su
funcibn y mecanismos de sefalizacion en el tejido placentario adn son
desconocidos. El objetivo general de esta investigacion fue caracterizar el
sistema oxitocinérgico y tiroideo en explantes placentarios humanos segun el tipo

de parto.

Metodologia: A partir de placentas clasificadas segun tipo de parto, se
prepararon explantes placentarios humanos a los que se les administrd, por un
lado, oxitocina a dosis crecientes (0 a 10° M), Se evalud la expresion de OXTR
por medio de inmunohistoquimica y, la expresién del efector eEF2 por medio de
Western Blot. Mientras que, por otro lado, a los explantes placentarios se les
administrd tiroxina 2 pM, y posteriormente se les evalud la expresién de sus

posibles efectores, tanto de las vias gendmicas, como no genémicas, END-1 y
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HIF-1a, respectivamente. Los datos fueron analizados por Mann-Whitney, t-test

0 ANOVA, considerando significancia valor p<0,05.

Resultados: En parto espontaneo disminuye la expresion de OXTR,
conforme aumenta la concentracion de oxitocina hasta alcanzar los 1nM, luego
de ello la expresién de OXTR se mantendria elevada. En cambio, en partos de
tipo acelerado, la expresion de OXTR se mantiene elevada a dosis crecientes de
oxitocina. La expresidon de OXTR en ceséreas presenta una tendencia a la
disminucion conforme aumenta la concentracion de oxitocina. En parto
espontaneo eEF2 se encuentra completamente inactivado a diferencia de los
demas tipos de parto. En cuanto al sistema tiroideo, se observé que los explantes
placentarios provenientes de parto acelerado presentan una mayor expresion de
MRNA de END-1. También se observé que la exposiciéon de L-tiroxina induce la
expresion de END-1 en parto espontaneo y ceséarea de urgencia. Mientras que
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de

MRNA de HIF-1a por tipo de parto ni frente a exposicion de L-tiroxina.

Conclusiones: Los tipos de parto presentan diferencias en la expresion del
receptor y sefializaciébn del sistema oxitocinérgico y tiroideo, en placentas
humanas. Esta diferencia se observa de manera basal y también, en respuesta

a la exposicién de oxitocina y L-tiroxina. Para el sistema oxitocinérgico, el tejido

vii



proveniente de parto espontaneo seria sensible a los cambios de oxitocina dentro
de los rangos fisioldgicos, mientras que en rangos suprafisiologicos OXTR se
desensibiliza e inactiva la ruta de sefializacion, aumentado la fosforilacion de
eEF2. Mientras que, en el sistema tiroideo, los resultados sugieren que existe
activacion exclusiva de la via de sefializacion gendmica, la cual se activa
diferenciadamente segun tipo de parto. Esta es la primera investigacion que

evalla ambos sistemas de sefializacion en placenta humana.
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1. INTRODUCCION

La placenta corresponde al principal érgano encargado de la comunicacion
entre la madre y feto. Si bien la principal funcién estudiada de la placenta es el
intercambio materno-fetal [1], existen otras funciones recientemente descritas,
como es la funcién metabdlica [2], endocrina [3, 4], inmunoldgica [5-9], de balance
hidrico [10, 11] y hematopoyética [12]. Es por esto, por lo que en los ultimos afios
se ha podido establecer que la placenta cumpliria un rol principal y fundamental
en el desarrollo del embarazo, y con ello del feto. Sin embargo, dada su
naturaleza transitoria existen mecanismos y funciones aun desconocidas para el

ser humano.



1.1.Placenta

Su formacién comienza durante la fase de pre-implantacion del blastocisto
a partir del trofectodermo, donde células denominadas trofoblastos recubriran el
blastocisto [13]. Luego, durante el proceso de implantacion, los trofoblastos que
estén en contacto con el tejido materno se diferenciaran a células de trofoblasto
extravellositario las cuales poseen una funcion invasiva sobre la decidua
materna. Estas células migraran hasta alcanzar las arterias espiraladas
maternas, donde realizaran la remodelacion de los vasos sanguineos por medio
de su diferenciacion a trofoblasto endovascular. De este modo facilitaran la
implantacién y permitiran aumentar el flujo sanguineo de los vasos maternos
hacia el feto, para lograr su desarrollo [14]. Por otro lado, las células de trofoblasto
también permiten la formacién de las vellosidades corionicas flotantes, las cuales
corresponden a la unidad funcional de la placenta y permiten el intercambio
materno-fetal [13]. Para permitir esto, las células de trofoblasto se diferenciaran
a células de citotrofoblasto velloso, las cuales proliferaran y realizaran un proceso
de sincializaciéon, perdiendo sus uniones célula a célula, y formando células
multinucleadas denominadas sincitiotrofoblasto. Estas células recubrirdn los
capilares fetales, por lo que estaran en contacto directo con la sangre materna
qgue llega desde las arterias espiraladas hasta el espacio intervelloso. Las
sustancias provenientes desde la sangre materna seran transportadas a través

de las células de sincitiotrofoblasto hasta el capilar fetal [3].



1.2.Funciones de la placenta

Dada la estructura que posee la placenta, su principal funcién corresponde
al intercambio de sustancias entre madre y feto. Sin embargo, hacia los ultimos
afnos se han descrito nuevas funciones fundamentales para el desarrollo del
embarazo, dejando atras la creencia de que placenta es un érgano inerte que
solo realiza transporte de sustancias [15]. Algunas de las funciones que cumple

la placenta son:

1.2.1. Funcion de transporte

Se han descrito trasportadores expresados en placentas, para diferentes
hormonas y metabolitos. Algunos de ellos corresponden al transporte de:
hormonas tiroideas, transporte de aminoéacidos, glucosa y colesterol, entre otros

metabolitos. [2, 16, 17]

1.2.2. Funcion inmunolégica

Para permitir la gestacion debe ocurrir una inmunosupresion del sistema
inmunolégico materno, ya que el embrion posee aloantigenos provenientes

desde el padre, que pueden ser reconocidos y atacados por el sistema inmune
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materno, dando fin al embarazo. Para evitar este proceso, las células NK uterinas
se encargan de reconocer a las moléculas de MHC de clase | presentes en las
células de trofoblasto extravellositarias, lo cual inhibira la funcién citotoxica de las
células NK y promovera la funcién de remodelamiento vascular, permitiendo asi
la invasion de las células de trofoblasto en la decidua materna [6, 8]. Al mismo
tiempo que existe la tolerancia inmunoldgica para permitir el desarrollo del
embrion, el sistema inmunoldgico materno debe actuar de forma intacta frente a
patdgenos externos para asegurar la proteccion tanto de la madre, como del feto
[18]. Otra funcion descrita es la adquisicion de la inmunidad natural por parte del
feto y la transferencia de anticuerpos de clase IgG por medio del receptor Fc

neonatal [9].

1.2.3. Funcién endocrina

Existen publicaciones que sefialan que la placenta es capaz de secretar
hormonas como: estrégenos, progesterona, lactégeno placentario,
gonadotropina coridnica, factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas,

hormona liberadora de gonadotropinas, entre otras [19].



1.2.4. Funciéon metabdlica

Actualmente se tiene conocimiento de que la placenta requiere de mas del
50% del total de consumo de ATP para la sintesis de proteinas y transporte de
nutrientes, la cual obtiene desde la glucosa proveniente desde la circulacion
materna, donde solo un 20% de esta es transferida hacia el feto, y la demas es
metabolizada en la placenta [20]. La alta demanda energética durante el
embarazo explica las adaptaciones metabdlicas maternas que ocurren durante el
periodo de gestacion de forma fisiologica, como es el aumento del suministro de
nutrientes, con ello el aumento de las reservas energéticas, trabajo
cardiovascular materno y flujo uterino sanguineo, lo que también esta

acompafado de ganancia de peso y resistencia a la insulina transitoria [21].

Si bien se han podido describir variadas funciones a nivel placentario,
ciertamente aun falta por dilucidar nuevos posibles roles de la placenta, y como

estos varian durante la gestacion y/o por el tipo de parto.



1.3. Parto

1.3.1. ¢Qué es el parto?

El parto corresponde al momento en el cual un mamifero expulsa
naturalmente las crias que fueron desarrolladas en su vientre durante la
gestacion [22]. En el caso de los humanos, este proceso ocurre alrededor de la
semana 37 de gestacion, y a partir de esta fecha se considera un parto de

término.

1.3.2. ¢ Como se describe un Parto Fisiolégico?

Un trabajo de parto y nacimiento fisiolégico normal es aquel que esta
impulsado por la capacidad humana innata de la mujer y el feto. Este nacimiento
tiene la peculiaridad de ser seguro y saludable sin necesidad de intervencion

externa que interrumpa los procesos fisiolégicos normales [23].

Dentro de las caracteristicas de un trabajo de parto fisiolégico o normal se
tiene que: inicia de forma espontanea e incluye las condiciones biologicas y
psicolégicas que promueven un parto efectivo, dando como resultado el parto

vaginal del bebé y la placenta, con una pérdida de sangre fisioldgica, y facilitando



la transicion 6ptima del recién nacido a través del contacto piel con piel con la
madre. Lo que permite mantener juntos a la madre y al bebé durante el periodo

posparto y apoyar el inicio temprano de la lactancia materna [23].

1.3.3. ¢ Cuales son los tipos de parto?

Dado el avance de la tecnologia, hoy en dia se realizan continuamente
diferentes intervenciones en el embarazo para facilitar el trabajo de parto y
nacimiento del bebé. Dentro de las posibles intervenciones del embarazo, se

tiene, la induccioén del trabajo de parto y la realizacién de ceséarea.

La induccion del trabajo de parto corresponde a la administracion de
oxitocina sintética para permitir las contracciones uterinas, con el fin de facilitar
el trabajo de parto via vaginal. Este procedimiento esta indicado cuando el riesgo
de continuar con el embarazo es mayor que la propia induccion del trabajo de
parto. Alguna de las condiciones en las que se presenta esto es en pacientes
nuliparas que hayan cumplido 37 semanas de gestacion las cuales cursen con
trabajo de parto prolongado, o pacientes que cursen con 41 0 mas semanas de

gestacion [24].



Si bien esta intervencion del embarazo se realiza facilitar el parto y evitar
consecuencias adversas, la misma induccion lleva consigo un alto riesgo para el
bebé y/o la madre. Dentro de las consecuencias que se describe en la Guia
Clinica Perinatal del Ministerio de Salud de Chile, se encuentra: el fallo en lograr
el trabajo de parto, hiperestimulacion uterina con compromiso fetal, mayor riesgo
de parto quirdrgico y riesgo de rotura uterina [24]. Estas consecuencias estarian
asociadas a una considerable mayor concentracion de oxitocina en circulacion
materna en mujeres que se les realiza induccién del trabajo de parto en contraste

con mujeres que cursaron con trabajo de parto espontaneo o fisioldgico [25].

Otra de las intervenciones que se realizan durante el embarazo corresponde
a la ceséarea. Esta corresponde a un procedimiento de cirugia mayor en la cual
se realiza una incision abdominal y uterina, con el fin de extraer al bebé y la
placenta [26]. Chile presenta una alta tasa de realizacion de ceséarea, alcanzando
unatasa de 76% en el Sistema Privado y en el Sistema Publico un 40,5% el 2013

[24].

Sibien el avance de la medicina permite realizar este tipo de procedimientos
cada vez con mayor facilidad, esto no elimina el riesgo consigo asociado. Algunas

de las complicaciones secundarias a las cesareas son: el riesgo anestésico,



riesgo de infeccion, hemorragia, trombo embolismo venoso o incluso la muerte

[24].

Es por esta razén que este procedimiento debe ser realizado de manera
controlada y solo cuando esté indicado, evitando asi, la realizacién de ceséareas
innecesarias. De este modo, se puede clasificar las cesareas en dos subgrupos:

cesarea de urgencia y cesarea electiva.

Las cesareas de urgencia se realizan en mujeres que en un principio
cursaron con parto espontaneo o inducido, sin embargo, debido a complicaciones
durante el trabajo de parto, se debi6 realizar la intervencion quirdrgica. Algunas
de las condiciones en las que se realiza son cuando se cursa con riesgo de
pérdida de bienestar fetal (ritmo sinusoidal, bradicardia mantenida), fracaso de
induccién, detencion en la progresion del trabajo de parto, cuando exista
imposibilidad de extraer el feto por via vaginal, tras una prueba de parto
instrumental fallida, prolapso de corddén, hemorragia vaginal activa durante el
proceso de dilatacion, sospechosa de patologia placentaria que compromete el
estado materno, eclampsia con indicacién de extraccion fetal inmediata, entre

otros [24].



Mientras que, por otro lado, aquellas situaciones en donde se debe realizar
una cesareas programada o electiva son: presentacién de tronco, presentacion
podalica, placenta previa oclusiva, embarazadas portadoras de VIH,
embarazadas portadoras de condilomas acuminados, que afecten
extensivamente al canal blando del parto, embarazadas con dos ceséareas
anteriores, embarazadas con infeccion genital activa, demostrada por virus del
herpes en las dltimas seis semanas antes del parto, embarazadas sometidas a
cirugia uterina previa en las que se haya abierto la cavidad endometrial,
gestaciones multiples, compromiso fetal demostrado y contraindicacion de
induccién del parto en partos prematuros, feto macrosomico y embarazadas que

cursen con diabetes gestacional. [24]
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1.4. Oxitocina

La oxitocina es un nonapéptido principalmente secretado por la neuro-
hipofisis en el nucleo supradptico y paraventricular, y genera una amplia gama
de reacciones corporales con efetos generalizados. Dentro de estos, una de las
principales funciones descritas es la modulacion de las interacciones sociales

positivas [27].

En el marco de las funciones que ejerce la oxitocina en nivel perinatal, se
encuentra la facilitacion del parto por medio de la estimulaciéon de la contraccion
muscular, la reduccion de la ansiedad y dolor materno. Asi como también la
facilitacion de la eyeccion de la leche durante la lactancia. Y, en ambas instancias
modula el comportamiento social denominado bounding o apego materno-fetal.

[28-30]

Durante el trabajo de parto fisiolégico o, también conocido como parto
espontaneo, la secrecion de oxitocina va en aumento, alcanzando el doble de los
niveles basales previos al trabajo de parto. Se conoce que esta secrecion de
oxitocina al torrente sanguineo materno facilitaria el trabajo de parto por medio

de la estimulacion de la contraccion muscular y, por ende, la dilatacion del cérvix.
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Esta secrecion ocurre de maneral pulsétil incrementando la frecuencia y
amplitud conforme progresa el trabajo de parto, respondiendo al denominado
reflejo de Fergusson. El cual sostiene que a medida que ocurre la secrecion de
oxitocina y se estimula la salida del bebé, este mismo proceso envia sefiales a
nivel de la neurohipdfisis para estimular una mayor secrecion de oxitocina hasta

lograr el nacimiento. [27, 28]

El mecanismo de accion que tiene la oxitocina a nivel muscular se encuentra
ampliamente descrito. Se conoce que la oxitocina (OXT) se une a su receptor
(OXTR), el cual se encuentra acoplado a proteina G, ubicado en la membrana
plasmatica de la célula [31]. Este estimula a la fosfolipasa C (PLC), via subunidad
ag/11, para inducir la formacién de Diacilglicerol e inositol trifosfato (IP3). Asi, por
un lado, estimular la fosforilacién de proteinas necesarias para la contractibilidad
muscular. Y, por otro lado, permitir el influjo de calcio al citosol, el cual activara la
maquinaria contractil de la célula (Figura 1 y 2). De este modo, la oxitocina
permitira la contraccion del musculo [25]. Esto ha sido principalmente estudiado
mediante modelos animales de células excitables como es el caso de células de

musculo liso, cardiomiocitos o neuronas [25, 32-37].
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Figura 1: Representacion de maquinaria de contractibilidad estimulada por

oxitocina en tejido y vias de sefalizacién involucradas en la contraccion uterina.

Imagen perteneciente a: Kajuluri et al (2020) “The uterine myocyte, contractile machinery

and proteins of the myometrium and their relationship to the dynamic nature of

myometrial function”
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células cardiacas. Imagen perteneciente a: Gutkowska et al (2012) “Oxytocin Revisited:
Its Role in Cardiovascular Regulation”.
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Si bien, la accion y sefializacion de oxitocina a nivel muscular ha sido el
principal foco de investigacion, también existen otros estudios que reconocen otro
tipo de roles perinatales que puede ejercer la oxitocina [38-43]. Algunas de estas
publicaciones sefialan que la oxitocina ademas estimular la via de sefializacion
de calcio para producir contraccion muscular, actuaria a nivel del miometrio via
PKC y via MAPK, como vias alternativas para estimular la contraccion muscular
[38]. También existen publicaciones que sefialan que el receptor de oxitocina se
encontraria no solo en miometrio, sino que en otros tejidos periféricos como es
el caso de la decidua o amnios. En donde la oxitocina al unirse a su receptor
estimularia la produccion de prostaglandinas en estos tejidos, con el fin de

estimular la contraccion muscular del miometrio (Figura 3) [38, 39, 42-44].

También existen publicaciones que sefialan que la oxitocina tendria una
importante funcidon en la sintesis de novo de proteinas, ya que la oxitocina
induciria la desfosforilacion del factor de elongacién eucariota 2 (eEF2), el cual
estd encargado de promover la traduccion de mRNA [45-48]. Por lo cual la
oxitocina tendria un rol importante en la contraccion muscular, la sintesis de

proteinas y proliferacion celular (Figura 4) [47].

Del mismo modo, una publicaciéon del afio 2017 de Kim y colaboradores,

sefialan que existe la expresibn de oxitocina y su receptor OXTR en
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citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto. Y que, ademas esta expresion es dependiente
de la edad gestacional de las embarazadas, es decir, que existe una mayor
expresion de ambas proteinas al finalizar el embarazo. [49] Por lo que estos
resultados entregarian un primer indicio sobre nuevas posibles funciones de
oxitocina en placenta y durante el final del embarazo o parto, las cuales aln no

han sido estudiadas.
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1.5.Oxitocinay tipos de parto

La induccién del trabajo de parto es un procedimiento frecuente utilizado en
nuestro pais, cuya administracion esta bien detallada en la Guia Clinica Perinatal
del Ministerio de Salud de Chile publicada en el afio 2015 [24]. La administracion
de oxitocina permite las contracciones uterinas con el fin de facilitar el trabajo de
parto, sin embargo, al ser una administracion externa produce que los niveles de
oxitocina en circulacion materna sean considerablemente mayores y de
concentracién constante que en comparacion de los niveles de oxitocina en un

trabajo de parto espontaneo [25].

También se han demostrado diferencias estadisticamente significativas de
los niveles de oxitocina entre parto espontaneo y cesarea electiva, en donde esta
altima cursaria con niveles considerablemente menores que un parto fisiol6gico
[50, 51]. Por lo que se sabe que en los distintos tipos de parto existen diferentes
niveles de oxitocina en circulacidon materna, lo que produce que la exposicién en
las células de sincitiotrofoblasto frente a oxitocina en la placenta también sea

diferente y con ello los niveles de oxitocina en circulacion fetal [51].
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Los efectos de oxitocina en el feto han sido asociados al alivio del dolor,
efecto antinflamatorio, reparacién tisular producto de la hipoxia producida por el
proceso de parto y la modulacion del bounding o apego madre-hijo [27]. Existe
evidencia que sefiala que la oxitocina ademds tendria un importante rol en las
caracteristicas fisiolégicas y comportamientos de largo plazo del recién nacido y
su madre. Algunos de los beneficios a largo plazo corresponden a mayores
habilidades sociales, niveles reducidos de estrés y mejor salud. Es por esto por
lo que se recomienda fortalecer el apego madre-hijo mediante el contacto piel a
piel, lo que estimularia una mayor secrecion de oxitocina. Esta informacion
reforzaria la importancia de la participacion de oxitocina en parto, pudiendo
incluso tener un rol asociado a cambios en la expresion de proteinas o cambios

epigenéticos, lo cual aun esta en investigacion [28].
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1.6.Hormonas Tiroideas

Dentro de las hormonas que son transportadas desde la circulacion materna
a circulacion fetal, y que son fundamentales para el desarrollo del feto, se tienen
a las hormonas tiroideas: T3 y T4, L-3,5,3'triyodotironina y tetrayodotironina (L-
tiroxina), respectivamente. Estas hormonas son sintetizadas por el feto humano
aproximadamente a partir de la semana 18 de gestacion, por lo que los niveles
de circulacion fetales de T3/T4 hasta esa semana de gestacion dependen
exclusivamente de la secrecion materna y del intercambio materno-fetal dado a

nivel de la placenta [52].

Para lograr este intercambio, es necesario que las hormonas tiroideas sean
transportadas desde la circulacion materna hacia la circulacién fetal por medio
transportadores de hormonas tiroideas expresadas en las células de trofoblasto.
Algunos de los transportadores hallados en placenta son: MCT8, MCT10,
OATP1A2, OATP4Aly LAT1, descritos en células de sincitiotrofoblasto, y MCT8,

MCT10 y OATP1AZ2 en células de citotrofoblasto [53, 54].

21



Del mismo modo es necesaria la expresion de enzimas denominadas
deiodinasas, las cuales regulan los niveles intra placentarios de T3y T4 [55]. Se
han descrito en el cuerpo humano tres principales enzimas deiodinasas: D1, D2
y D3. De las cuales, las ultimas dos estarian altamente expresadas en el tejido
placentario. D2 se encarga de la conversion de T4 a T3, mientras que D3 realiza
la conversion de T3 en T2 y la conversion de T4 en la forma inactiva de T3, T3r.

[56, 57].

Ademas, existen estudios que han evaluado como la expresion de los
transportadores y las enzimas son reguladas con condiciones patoldgicas del
embarazo, como es el caso de la diabetes gestacional. En donde, la
disponibilidad de las hormonas tiroideas desde la circulacion materna modifica la
expresion de los transportadores permitiendo la mayor adquisicién de las
hormonas a nivel placentario y su transferencia a circulacion fetal. Mientras que,
al mismo tiempo existe una disminucion de la expresion de las deiodinasas,
evitando la conversion a la forma inactiva de las hormonas tiroideas. Todo esto

con el fin de suplir concentraciones fetales necesarias para su desarrollo [57, 58].

Por lo cual, se sabe que la placenta es un tejido que responde a cambios
de concentracion de las hormonas tiroideas y modifica su metabolismo de

acuerdo con fisiologia del embarazo. Sin embargo, se desconoce si las hormonas
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tiroideas poseen o0 no, otras rutas de sefalizacion o actividades metabdlicas que

también sean moduladas por las hormonas tiroideas en tejido placentario.

Dentro de los mecanismos de accion de las hormonas tiroideas, se conocen
dos efectos que estas hormonas ejercen. Por un lado, el efecto genémico, el cual
es descrito por una accion directa de las hormonas tiroideas en la transcripcion

de genes, y, por otro lado, los efectos no gendmicos.

El efecto gendmico, comienza por el ingreso de las hormonas tiroideas a la
célula, en la cual T4 posterior a su ingreso, se convierte en T3 por medio de la
regulacion de D2. Una vez convertido en T3, esta hormona se une a los
receptores nucleares de hormonas tiroideas (TR), los que en conjunto se unen a
la regidbn promotora de genes target (figura 5) [53, 59]. Por ejemplo, genes
necesarios para la produccion de la proteina basica de mielina en el sistema
nervioso central [60], o genes como: Endotelina-1 y fibronectina, en células

endoteliales de vena de cordén umbilical (HUVEC) [58].

Mientras que los efectos no gendémicos, comienzan por la union de las
hormonas tiroideas a su recetor de membrana, integrina avf3. Desde el cual
ocurre la activacion de la cascada de sefializacion que resulta en la activacién de
sefiales de proliferacion celular, angiogénesis, secrecion de factores de

crecimiento en la membrana de eritrocitos, leucocitos o hepatocitos, trafico
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intracelular de proteinas, entre otras funciones [61-63]. Se ha descrito que tanto
T3 como T4, pueden unirse al receptor avp3, pero que esta union se llevara a
cabo en diferentes dominios, activando vias de sefializacion diferentes [64]. T3
se une al dominio S1, el cual activa al fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K)
promoviendo via TRa la transcripcion del factor inducible de hipoxia-1a (HIF-1a).
Mientras que en el dominio S2 se uniria tanto T3 como T4, y ambos activarian a
la kinasa reguladora de sefializacion extracelular (ERK1/2), la cual via TRB1
favoreceria la proliferacion celular [65]. También se ha descrito que la propia
subunidad av del receptor en respuesta de T4, ingresaria hasta el nacleo celular
para unirse a la region promotora de los genes HIF-1a, TR-B1 y COX-2 y

favorecer su transcripcion (Figura 6) [63].

Aunque los estudios de los efectos y sefalizacion de las hormonas tiroideas
han sido realizado en tejidos distintos al placentario, existen publicaciones que
describen la expresion del receptor avp3 en cultivos de linea celular de
trofoblastos como es HTR8-Svneo [66] y en cultivos primarios realizados desde
muestras de placentas humanas [67]. Esta informacién en conjunto con el
incremento de los niveles de T3 durante la etapa final del embarazo hace suponer
gue las hormonas tiroideas pudieran estar involucradas en la expresion de
proteinas que permitan el incremento y mantencion de T3 durante la etapa previa
al parto. Como por ejemplo, la modulacién de la actividad de las enzimas

deiodinasas [68]. Por consiguiente, la caracterizacion de la funcion de estas
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hormonas a nivel placentario es una tematica novedosa que propone conocer el
rol que cumplen las hormonas tiroideas en tejido placentario y las implicancias

que estas producen a nivel endocrino en el recién nacido.
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1.7.Hormonas Tiroideas y tipos de parto

Se ha descrito que las hormonas tiroideas no solo cumplirian un rol critico
y fundamental durante el crecimiento y desarrollo del feto, sino que también
durante su vida neonatal [69]. Es conocido que durante el embarazo se requiere
de niveles adecuados de hormonas tiroideas para el neurodesarrollo del feto, ya
gue niveles insuficientes de estas hormonas durante el embarazo estarian
asociados problemas cognitivos durante la vida del recién nacido [70, 71]. Para
cumplir con este requerimiento, existen numerosos transportadores de hormonas
tiroideas y enzimas que modulan su concentracién a nivel placentario. Por lo que
existe toda una maquinara involucrada con el transporte y metabolismo de las

hormonas tiroideas en la placenta [53].

Durante el final del embarazo existen diferentes procesos fisioldgicos en el
feto, para permitir su supervivencia inmediatamente después del nacimiento.
Algunos de estas adaptaciones ocurren a nivel del sistema respiratorio,
cardiovascular, hepético y en la placenta [72]. A nivel respiratorio, las hormonas
tiroideas incrementarian la expresion de transportadores, ademas de la sintesis
y liberacion de proteinas surfactantes, y la maduracién de los pulmones producto
del incremento de la expresion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE)

en los alveolos. Mientras que a nivel cardiovascular promueve el crecimiento y
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diferenciacion de los cardiomiocitos, ademas del incremento de Ila
glucogenogénesis y expresion de transportadores de glucosa a nivel hepatico
[72]. Y también se ha descrito una modulacion de la actividad de las enzimas
deiodinasas y con ello los niveles de T3 durante el final del embarazo [68]. Por lo
cual, las hormonas tiroideas no solo cumplirian un rol fundamental durante el

comienzo del desarrollo del feto, sino que también préximo a su nacimiento.

En cuanto a los tipos de parto, existe evidencia que sefiala alteraciones en
el metabolismo lipidico, estrés oxidativo y apoptosis, cuando se comparan
muestras provenientes de parto espontaneo y cesarea electiva [73, 74]. La
publicaciéon de Hacioglu y colaboradores en 2021, sefiala que existen cambios
bioquimicos asociados al tipo de parto tanto en sangre materna como en
muestras de tejido placentario. Estos cambios estarian relacionados a una mayor
carga oxidativa y capacidad antioxidante en partos espontaneos en comparacion
con ceséarea, un aumento de la expresion de proteinas responsables del
transporte y empaquetamiento de lipidos en muestras provenientes de parto
espontaneo, y, una mayor induccion de las vias de sefalizacion pro-apoptoticas
en muestras provenientes de cesareas electivas [73]. Ya que una de las
funciones de las hormonas tiroideas es regular el metabolismo, esta alteracion

en el metabolismo lipidico podria estar relacionada con cambios en la
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concentracién de estas hormonas. Sin embargo, la relacion que tendrian las

hormonas tiroideas, con respecto a los tipos de parto aun es desconocida.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la actualidad se conoce que, tanto la hormona oxitocina como, las
hormonas tiroideas cumplen un rol fundamental durante el embarazo y parto. Sin
embargo, no han sido caracterizadas sus receptores, ni sus vias de sefializacion
en placentas humanas. Y tampoco ha sido caracterizado segun los distintos tipos

de parto, frente a niveles hormonales de oxitocina y L-tiroxina.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cuanto modifican los tipos de parto la sefializacion de oxitocina y tiroxina

en placentas humanas?

4. HIPOTESIS

Existen diferencias en las rutas de sefializacion frente a oxitocina y tiroxina

en placentas humanas dependiendo del tipo de parto.
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5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el sistema oxitocinérgico y tiroideo en explantes placentarios

humanos segun el tipo de parto.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer la localizacion de OXTR y avp3 en tejido placentario humano, y

evaluar su expresion segun el tipo de parto frente a oxitocina y tiroxina.

2.- Evaluar la expresion de peEF2/eEF2 total mediada por oxitocina en tejido

placentario segun tipo de parto y seguin concentraciones de oxitocina.

3.- Evaluar el efecto de tiroxina en la expresion de mRNA para Endotelina-1y

HIF-1a en tejido placentario segun tipo de parto.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.Poblacién de estudio

Estudio transversal, analitico, experimental y retrospectivo. Como poblacion
de estudio se incluyeron 27 placentas provenientes de embarazos de bajo riesgo
atendidos en el servicio de Obstetricia y ginecologia del hospital Grant Benavente

de Concepcion.

Los criterios de inclusion que se utilizaron fueron los siguientes:

- Placentas de mujeres con antecedentes de gestacion de bajo riesgo y con
examen de COVID-19 negativo.

- Placentas de mujeres cuyo parto fue: vaginal espontaneo sin uno de oxitocina
exdgena durante su trabajo de parto y parto; vaginal acelerado con oxitocina
exdgena durante su trabajo de parto y parto; cesarea electiva sin trabajo de
parto previo, cesarea urgencia con buen resultado materno y neonatal

posterior a la intervencion.

Los criterios de exclusién que se utilizaron fueron los siguientes:

- Placentas de mujeres con antecedentes de haber contraido COVID-19

independiente de su sintomatologia.
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Placentas de mujeres que cursaron con patologias del embarazo, tales
como: Sindrome hipertensivo severo, infecciobn ocular, restriccion del
crecimiento intrauterino, diabetes mellitus gestacional, preeclamsia y
eclampsia, malformaciones severas y mortinatos.

Placentas de mujeres que cursaron con complicaciones obstétricas durante
el trabajo de parto, cuyo parto debid resolverse con cesarea de urgencia o

parto instrumentalizado con resultado materno y/o neonatal adverso.
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7.2.Recoleccién de las muestras

Las placentas fueron almacenadas inmediatamente después de su
recoleccion en el servicio de obstetricia y ginecologia del Hospital Regional de
Concepcion. Este procedimiento fue realizado por el personal de la sala de parto
responsable de esta funcion, previa indicacién de la matrona y/o médico tratante.
Para ello se utilizaron bolsas y recipientes debidamente identificadas en la sala

de parto, dentro de los cuales se guardaron las placentas en bolsas cerradas.

Las muestras fueron recogidas a la brevedad una vez ocurrido el parto,
contando con un tiempo maximo de 1 hora para comenzar el procesamiento de
la muestra. Las muestras fueron transportadas en una nevera hasta el
Laboratorio de Patologias del Embarazo del Departamento de Bioquimica Clinica

e Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion.
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7.3.Cultivo de explantes placentarios

Desde la muestra de placenta, se extrajeron cortes de 1 cm de tejido de
vellosidades de al menos 5 cotiledones diferentes, ubicados a una distancia
media entre la placa basal y la placa coridnica. A estos cortes se les retir el tejido
conectivo, vasos sanguineos y depadsito de calcio visibles, y se disgrego el tejido
hasta obtener explantes de 6-8mm de longitud. Luego se lavaron los explantes

con PBS 1X hasta eliminar restos visibles de sangre.

Posteriormente los explantes fueron colocados individualmente en los
pocillos de una placa de cultivo de 24 pocillos, afiadiendo 500 puL de Medio 199
(Marca Gibco REF:31100-019 LOT:1842236) suplementado con 10% de SFB y
1% de penicilina-estreptomicina en cada pocillo, e incubados durante 8-10 horas

a 37°C al 5% de CO:z en el periodo denominado estabilizacion.

Finalmente, a los explantes se les cambi6 el medio y se les agregé medio
fresco con las condiciones a evaluar. Por una parte, se utilizaron concentraciones
de 1 x10'®™M a 1 x 10°M de oxitocina y, por otra parte, se utilizaron

concentraciones de 2 x 10'12M a 2 x 108 M de L-tiroxina.
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Estas condiciones fueron aplicadas cada ocho pocillos utilizando un
volumen de 500 pL en cada uno de ellos. Los explantes fueron incubados durante
12 horas a 37°C al 5% CO:. Finalizado el tiempo de incubacién las muestras para
andlisis de proteinas y biologia molecular fueron almacenadas a -80°C hasta su
procesamiento. Mientras que las muestras histolégicas fueron procesadas

inmediatamente.
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7.4.Ensayo de viabilidad

Se midié la concentracién de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) en el
medio sobrenadante de los cultivos de explantes placentarios, como método para
evaluar la viabilidad celular. Para ello se tomaron alicuotas de 100uL del medio
de cultivo de los explantes a los tiempos: 0, 1.5, 3, 6, 12 horas post cultivo. Estas

alicuotas se almacenaron a -20°C hasta la cuantificacion.

Cuando finalizé el cultivo de los explantes placentarios en sus respectivas
condiciones, se masaron cada uno de los explantes a los cuales se les retir6 la
alicuota de medio sobrenadantes, para normalizar el valor de concentracion de

LDH por la masa respectiva de los explantes placentarios.

De forma paralela, se preparé un control de muerte celular. Para ello se
incubaron explantes placentarios utilizando diferentes agentes quimicos:
Dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%v/v y 200uM peréxido de hidrégeno (H202), para
evaluar su efecto citotdxico sobre el cultivo. [75, 76]. Y una vez, definido el control
de muerte celular, se realizé la medicién de LDH a los mismos tiempos de cultivo

gue las muestras evaluadas.
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Para la cuantificacién de LDH se utilizé el kit de cuantificacion: LDH SCE
mod. Liqui UV (REF: 12014) de Human® realizando una incubacion de 60s y una
lectura durante 180s a 340 nm y 37°C. Esta medicion se realiz6 siguiendo las
indicaciones del kit, mediante el uso del espectrofotometro BTS-350 N°serie
801755670. Como calibrador se utilizo el Calibrador AUTOCAL Lot: 0018B (REF:
13160), como controles se utilizaron: Humatrol N Lot: 0006R (REF: 13511) y

Humatrol P Lot: 0005F (REF: 13512).
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7.5.Histologia e Inmunohistoquimica

Una muestra de explante placentario representativa de cada condiciéon fue
fijada en 500 pL de paraformaldehido 4% durante un periodo de 3 dias
(Paraformaldehyde solution 4% in PBS sc-281692 LOT:G2118). Posterior a este
periodo de tiempo, los explantes se almacenaron en 500 pL de etanol al 70% a
4°C. Las muestras fueron deshidratadas en una bateria de alcoholes de
concentraciones crecientes: etanol 70%, etanol 95% y Etanol absoluto, pasando
por dos bafos de 20 minutos en cada uno de ellos. Posterior a ello, las muestras
fueron sumergidas en Xilol durante dos bafios de 20 minutos, para finalmente ser

embebidas en parafina, en dos bafos de 20 minutos cada uno de ellos.

Para la inclusion de las muestras se utilizo un centro de inclusion, en donde
se prepararon los bloques de parafina que contenian las muestras. Estos fueron
cortados con un angulo de 5° y un espesor de 3 micrones utilizando el micrétomo
LEICA RM2125RT. Posteriormente, los cortes de tejido fueron montados en un
portaobjetos que fue tratado previamente con silane al 2% en acetona para evitar

el desprendimiento de los cortes en los pasos posteriores de la técnica.

Para el analisis morfométrico, las laminas se desparafinaron mediante

bafios de Xilol y luego, se hidratacion en una bateria descendiente de etanoles:
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etanol absoluto, etanol de 95%, 70% y agua destilada, en bafios de 1 minuto,
para cada uno. Los nucleos y estructuras acidas se tifieron con Hematoxilina de
Harris durante 2 minutos y luego, las laminas se lavaron con abundante agua
destilada. Posteriormente, las laminas se sumergieron en etanol 70% durante 2
minutos, para luego ser sumergidas en Eosina durante 2 minutos, con el fin de

tefir estructuras basicas como el citoplasma y estroma del tejido.

Por otro lado, aquellas laminas destinadas para la inmunohistoquimica
debieron ser tratadas para la recuperacion antigénica de las mismas. Para ello,
las laminas fueron desparafinadas en Xilol durante 10 minutos, y luego hidratadas
en alcoholes de concentraciones decrecientes, desde etanol absoluto hasta agua
destilada. Una vez hidratadas las muestras, se realizé la recuperacion antigénica
utilizando el método HIER (Heat-Induced Epitope Retrieval). Para ello, se conté
con una olla digital Decloaking Chamber BIOCARE MEDICAL la cual fue llenada
con 500 mL de agua destilada. Dentro de esta, se agregaron cubetas que
contenian los canastillos con ldminas de las muestras hidratadas. Estas cubetas
fueron llenadas con buffer citrato de Sodio 0,01M pH 6.0 y buffer Tris-EDTA pH
9.0 segun corresponda, para luego, utilizar un programa de 110°C durante 4
segundos y 90°C durante 10 segundos. Finalizado el proceso anterior, se dejaron
enfriar las laminas con agua destilada, y luego fueron secadas con papel

absorbente.
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Los cortes fueron delimitados con lapiz hidr6fobo templado a 60°C, y luego
las laminas fueron colocadas en el soporte humedo, en el cual se trabajo el
proceso de incubacion de las muestras. Se realizo el bloqueo de las muestras
con peroéxido de hidrégeno acuoso al 3% durante 10 minutos, luego se lavé con
agua destilada 3 veces. Se incub6 con PBS Tween durante 5 minutos, y luego se
incubd con Anticuerpo Primario. Para este paso se estandarizo la incubacién en
cuanto al tiempo y temperatura de incubacion: overnight a 2-9°C o 45-30 minutos
a temperatura ambiente. También se estandariz6 la concentracién de anticuerpo
utilizada: 1:900, 1:400, 1:350, 1:250, 1:50. Para la deteccién del receptor de
oxitocina (OXTR) se utilizd el anticuerpo Anti-Oxytocin R Polyclonal Antibody: bs-
1314R BIOSS Antibody. Para la deteccion de la integrina aV/B3 se utilizé el
anticuerpo monoclonal Anti-integrin aV/B3 (23C6): sc-7312. Para la deteccion de
CD34 se utilizo el anticuerpo Anti-CD34 Antibody [QBENd-10] (PE) (A85663).
Para la deteccion de hCG se utilizé el anticuerpo rabbit polyclonal Anti-hCG de

Bio SB.

Posterior a la incubacién del anticuerpo primario, las laminas se lavaron con
PBS tween, para luego incubar las laminas con el anticuerpo secundario del
sistema de deteccion: Anti-Rabbit/Mouse PolyDetector Plus DAB HRP Brown

Detection System de Bio SB (BSB 0257S) durante 20 minutos a temperatura
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ambiente. Terminada la incubacién, se lavdé nuevamente con PBS Tween y se
incub6 con el polimero conjugado a HRP durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se lavo con PBS Tween y se revel6 con el revelador (2mL de Reactivo
Tampon + 1 gota de DAB (3,3-diaminobencidina)) durante 2 minutos. Finalizado
este tiempo, se revisaron rapidamente las laminas bajo microscopio 6ptico con
aumento 10X para verificar la correcta coloracion, revisar la ubicacion de la
marcacion de manera general y comprobar que no hubiese precipitado. De ser

asi se elimind el precipitado con PBS.

Se lavaron las laminas con agua destilada y se tifieron los nucleos de las
muestras con Hematoxilina durante 20 segundos. Se lavaron nuevamente las
laminas con agua destilada y luego con agua de la llave para azular la tincién. Se
observaron las laminas bajo microscopio para verificar que la tincién de nucleos
no opacara la IHC. Luego, se deshidrataron las muestras mediante bafios de
alcoholes de concentraciones crecientes y se finalmente se montaron las

muestras.

Las imagenes, tanto para histologia como para inmunohistoquimica fueron
adquiridas por medio del microscopio LEICA DM500 acoplado a la cAmara LEICA

ICC50W, utilizando aumentos de 40X y 100X.
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Para la eleccion de las imagenes se buscaron campos visuales que
contuviesen cortes transversales de vellosidades maduras que se encontraran

aisladas del tronco de la vellosidad.

A estas imagenes se les realiz6 mediciones de: area, perimetro y nimero
de vasos sanguineos de las vellosidades, asi como también, diametro de los
vasos sanguineos. Para ello se utiliz6 un Calibrador Slide con el cual se

calibraron las mediciones por medio del programa Image J.

En cuanto a la cuantificacion de la IHC, se utilizé el programa Image J y su
plug-in llamado Color Deconvolution2 v2.1, utilizando los vectores H DAB a 8bit
de transmitancia. Y ajustando manualmente el threshold de cada imagen

utilizando la imagen original como referencia.
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7.6. Extracciéon de proteinas, cuantificacién de proteinas totales y

Western blot

La extraccion de proteinas de los explantes placentarios se realiz6 mediante
accion mecanica por medio del uso de mortero sobre hielo, en el cual se maceré
cada muestra junto a 200uL Buffer de Extraccion: 196 pL de Buffer RIPA + 4 pL
de inhibidor de proteasas-EDTA 1:10. (Halt Protease Inhibitor Single-Use Cocktail
(100X) REF: 78430 LOT: WI334574). Luego el macerado se traspaso a un tubo
eppendorf y se centrifugd a 12.000rpm durante 5 minutos (Centrifuge 5430R de

Eppendorf). Finalmente, el sobrenadante se rotulé y almacené a -80°C.

Para la cuantificacion de proteinas se prepar6 una curva de calibracion de
BSA preparada a partir de Albimina de Suero Bovino (BSA) al 1% (Lot#41177
Code#BSA-50). Para la medicion tanto de las muestras como de la curva de
calibracion se utilizé el kit de cuantificacion de BioRad Protein Assay modificado
para microplaca 96 pocillos. (Afiadiendo 25uL de reactivo A y 200 uL de reactivo
B en cada muestra). Para, posteriormente se medio la absorbancia a 750 nm por
medio del Lector de Microplaca (Lector de microplaca multimodal Synergy 2 de
BioTek). Finalmente, por medio de la curva de calibracion y la absorbancia de
cada muestra, se extrapol6 la concentracién de proteinas totales presentes en

cada una de estas.
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Para el western blot, primero se realiz6 la electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8% bajo condiciones desnaturantes, utilizando 100 pg de
proteinas, las cuales fueron sometidas a un campo eléctrico de 120 V constantes,
junto al control de peso molecular (Blue Protein Standard Broad Range P7718S
New England BioLabs Lot.10108418). Para la transferencia de las muestras a la
membrana de PVDF (PVDF Blotting Membrane Amersham™Hybond™ P 0.45
PVDF catalogue No 10600023 Lot N0A29432317 de GE Healthcare) se utilizé un
amperaje de 50mA durante 17 horas sobre hielo, utilizando en ambos casos la

fuente de poder de BioRad POWER PAC 1000.

Posteriormente, membranas fueron bloqueadas durante 2 horas a
temperatura ambiente con solucion leche-TBST 5%, se lavaron con TBST 1Xy
luego, se incubd con anticuerpo primario anti-peEF2 1:500 (peEF2: (thr56)
PA597417 polyclonal rabbit ab) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
volvio a lavar con TBST 1X vy, se incub6 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti- rabbit IgG 1:2500 (Ms mAB to Rb IgG HRP sc-2357
lot#2622). Una vez realizado el revelado se obtuvieron las imagenes y se realizo
el stripping de las membranas. Nuevamente se bloquearon las membranas
durante 2 horas a temperatura ambiente con solucion leche-TBST 5%. Luego, se

lavaron con TBST 1X y se incubaron con el anticuerpo primario anti-eEF2 1:1000
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(C-9: sc-166415 mouse monoclonal) durante 2 horas. Se lavaron con TBST 1Xy
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo

secundario anti-mouse IgG 1:2000 (goat anti-mouse invitrogen LOT XC348800).

Para el revelado de las muestras se utilizaron los reactivos de deteccion Atto
Molar (SuperSignal™ West Atto Ultimate Sensitivity Chemiluminiscent Substrate
REF: A38554 LOT: XK369509 de ThermoFisher) y el reactivo Femto molar
(ECL™Prime Western Blotting Detection Reagents Amersham™.LOT: 17614733
Pack: 17614733), para p-eEF2 y eEF2, respectivamente. Y se realizaron las

lecturas en el lector de quimioluminiscencia LI-COR scanner.

Se utilizé como control de carga la tincién de la membrana en Rojo Ponceau.
Los resultados se presentaron como: expresion total de eEF2 normalizada con
Rojo Ponceau y, como: fosforilacibn de eEF2 (phospo-eEF2/ eEF2 total)

normalizada con Rojo Ponceau. Andlisis realizado mediante el software Image J.
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7.7.Extraccion de RNA, cuantificacion de RNA total, transcripcién

reversay qPCR

A las muestras de explantes placentarios, que habian sido almacenadas a
-80°C en 500 pL de Trizol (Invitrogen®), se les realiz6 el proceso de
homogenizacion. Para ello, mediante el instrumento Precellys Evolution junto a
los tubos: Precellys Lysing Kit Soft Tissue homogenizing CK14_7mL REF:
P000940-LYSKO0-A.0, se procesaron las muestras durante 4 ciclos de 30
segundos cada uno, con pausas de 30 segundos entre ellos, a una velocidad de
6500 rpm en tubos de 7mL. Posterior a ello, el homogenizado se traspas6 a tubos
Eppendorf de 1,7mL para centrifugar 1 minuto a 12.000rpm (Centrifuga Tabletop
High-speed Refrigerated Micro CentrifugeD1524R N0:9013111121) y obtener
asi, el sobrenadante de las muestras. A este sobrenadante se le realiz6 la
extraccion de RNA por columna, mediante el kit de extraccién: Extraccion Kit

NucleoSpin® REF: 740956.250 LOT:2005/007 Macherey-Nagel.

La cuantificaciéon de RNA total de las muestras, se realiz6 mediante Qubit
3.0, en conjunto con el kit Qubit RNA Broad-range Assay kit Q10211 Lot 2471158.
Conociendo la concentracion de RNA total presente en las muestras se continué

con la transcripcion reversa de estas.
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Para la reaccion de transcripcion reversa se utilizaron alicuotas que
contenian 1 pg de RNA total de las muestras, utilizando el kit Reverse
Transcription System de Promega REF: A3500 LOT: 0000507004 vy el
termociclador de eppendorf mastercycler personal AG 22331 Hamburg No. 5332
45161, contando con un volumen final de reacciéon de 20 uL. El programa utilizado
fue el siguiente: Calentar Mix2 a 70°C durante 10 minutos, afiadir 10,1uL de Mix1
a las muestras de 9,9uL de Mix2. Alineamiento de primers 10 minutos a 20°C,
polimerizacion del DNA 60 minutos a 42°C y Desactivacion de la enzima 95°C

durante 5 minutos.

Posterior a ello, se realizdé la amplificacion de las secuencias de interés
mediante g-PCR utilizando el termociclador Applied Biosystems 7500

N0.275011916. Utilizando primers especificos para 28S, Endotelina-1 y HIF-1a

(tabla 1).
Tabla 1. Listado de partidores para RT-gPCR
Tamafo de | Temperatura
Target Secuencia amplicon alineamiento
(nucledtidos) (°C)
28S forward [5-TTGAAAATCCGGGGGAGAG-3] 100 54
reverse [5-ACATTGTTCCAACATGCCA-3]
forward [5-CCGAGCACGTTGTTCCGTAT-3]
END-1 reverse [5-TTGGCTAGCACATTGGCATC-3] 113 56
forward [5-CAAGTCACCACAGGACAG-31
HIF-1a = overse [5-AGGGAGAAAATCAAGTCG-3] 167 53
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La reaccion de PCR se llevé a cabo utilizando el reactivo 5x HOT FIREPoI®
EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) en conjunto a los primers de interés, siguiendo
el protocolo de amplificacion siguiente: denaturacion inicial 94°C por 10 minutos,
40 ciclos de: 95°C por 30 segundos, alineamiento a 53-56°C por 30 segundos vy,
extension a 72°C por 30 segundos. Luego de ello, una extension final a 72°C por

10 minutos. Para finalmente, realizar la Curva de Melting de 50°C a 95°C.

Para cada par de partidores se realiz6 un proceso de estandarizacion para
determinar la concentracion de partidores y temperatura de alineamiento ideal de
trabajo. También se realiz6 una curva de calibracion a partir de la una dilucién
seriada de la muestra de concentracion conocida, para calcular la eficiencia de

la PCR, mediante la férmula (1):
(1) E=10"Ym

Donde, E: Eficiencia, y m: pendiente de la curva de calibracion.

Luego para el célculo de la expresion relativa (expR) se utilizo el método de Pfaffl

[77] siguiendo la siguiente formula (2):

(EGI)(CtGI grupo control=Ctgy grupo experimental)

(2) expR =

(EGRef) (CtgRef grupo control— Ctgref grupo experimental)
e

Donde, Gl: Gen de interés, Gref: Gen de referencia.
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7.8. Anédlisis estadistico

Andlisis estadistico fue realizado utilizando el programa GraphPad Prism 9. Los
resultados fueron expresados como media + error estandar. Se utilizaron los test
estadisticos segun el niumero de grupos a evaluar y su distribucion, siguiendo el
esquema de la Figura 7. Considerando como estadisticamente significativo un

valor de p < 0.05.

Comparacion de medias

2 grupos
|

3 0 mas grupos

Test Shapiro-Wilk

Test Shapiro-Wilk

[
Normal

Paramétrico

Test T con correccion
de Welch

No Normal

No Paramétrico

‘ Test de Mann-Whitney ‘

|
Normal

Paramétrico

ANOVA de una via
con comparaciones
multiples

No Normal

No Paramétrico

Test Kruskal-Wallis
con comparaciones
mulfiples

Figura 7: Diagrama de flujo para analisis estadistico de comparacion de medias

entre grupos.




Para el andlisis dosis-respuesta de los explantes placentarios, se evalud la
regresion no lineal de las muestras, hasta obtener la curva que mas se ajustara

a las muestras en cuestion segun la estabilidad de la curva.
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7.9.Aspectos éticos y de bioseguridad

Los tejidos fueron utilizados como material de investigacion eliminandolos
segun las normas de Bioseguridad y Etica de la Universidad de Concepcion,
siempre guardando la confidencialidad de los nombres de las participantes de
este estudio, quienes firmaron voluntariamente el consentimiento informado para
ser parte del estudio (Anexo 1). Tanto el consentimiento informado como la
investigacién propiamente tal fueron realizadas posterior a la aprobacion del
comité Etico-cientifico del Servicio de Salud de Concepcion, de la Facultad de

Medicina y de la Vicerrectoria de la Universidad de Concepcion.

La eliminaciéon del material biologico se realizO segun los protocolos
establecidos por MATPEL de acuerdo con el reglamento de Manejo de residuos

peligrosos del afio 2005 (Anexo 2).
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8. RESULTADOS

8.1.Ensayo de viabilidad celular

Los resultados fueron presentados en la Figura 8, en donde se compara la
concentraciéon de LDH normalizada, en medio 199 en comparacién con cada
agente quimico y, con ambos en conjunto. Con estos resultados se determind
gue el control de muerte celular para los explantes placentarios corresponde a

DMSO al 10%v/v.

Teniendo definido el control de muerte celular, se procede a realizar el ensayo
de viabilidad celular en explantes placentarios cultivados con las condiciones
experimentales de trabajo. Para ellos se tomaron alicuotas de sobrenadante a

las 0, 1.5, 3, 6 y 12 horas de cultivo, tanto para L-tiroxina como para Oxitocina.

Al evaluar el efecto de tiempo de exposicion y efecto de concentracion frente
a las incubaciones con L-tiroxina y Oxitocina, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con el control de muerte celular
(Figura 9). Mientras que no se encontraron diferencias entre las diferentes
condiciones de cultivo, con lo cual se determind que no existiria un efecto

citotoxico en las condiciones de cultivo experimentales.
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Figura 8: Control de muerte celular. Comparacion de concentracién de LDH en medio
sobrenadante de los cultivos de explantes placentarios utilizando: medio 199 (n=20),
medio 199 con 10%v/v de DMSO (h=4), medio 199 con 200uM de H;0; (n=4) y, medio
199 con ambos agentes quimicos (n=4). El analisis estadistico se realizé utilizando
ANOVA de una via, encontrando diferencias estadisticamente significativas entre el

grupo control y el grupo de DMSO 10% con un valor *p<0.05 como significativo.
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Figura 9: Efecto de tiempo y concentracion de Oxitocinay L-Tiroxina en explantes
placentarios humanos. En A. se observa el efecto del tiempo frente a la exposicion de
L-tiroxina de muestras entre 2 x 10>M a 2 x 10® M. En B. Se observa efecto del tiempo
frente a la exposicién de oxitocina de muestras entre 2 x 10?M a 2 x 108 M. En C. se
observa el efecto de la exposicién a dosis crecientes de L-tiroxina incubados hasta por
12 horas. En D. Se observa el efecto de la exposicién a dosis crecientes de oxitocina
hasta por 12 horas. El andlisis estadistico del efecto de tiempo fue realizado mediante la
comparacion de DMSO frente a cada grupo de estudio utilizando el Test t con correccion
de Welch y test de Mann-Whitney, segun corresponda. Para el andlisis del efecto de
concentracion se realizé el Test ANOVA de una via con comparaciones multiples (n=12).
Para todo lo anterior se consider6 como estadisticamente significativo un valor de
*p<0.05.
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8.2.Histologia y evaluacion morfométrica

Al comparar las vellosidades presentes en las muestras de tejido placentario
provenientes de los distintos tipos de parto, no se observan diferencias en cuando
a la organizacion y/o estructura celular (Figura 10). Del mismo modo, al realizar
la evaluacion de la morfometria de estos tejidos, tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tejidos provenientes de los
distintos tipos de parto, en cuanto al area y perimetro de las vellosidades, asi
como tampoco, para el numero y diametro de los vasos sanguineos (Tabla 2 y
Figura complementaria 1). La similitud tanto histolégica como morfométrica
entre los grupos de estudios tambien se mantuvo al comparar la via de parto

clasificando via vaginal y cesarea. (Figura complementaria 2)
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Figura 10: Vellosidades coridnicas presentes en explantes placentarios segun tipo
de parto. Imagenes representativas del tejido placentario segun tipo de parto. En A.
Parto espontaneo, en B. Parto acelerado, en C. Ceséarea urgencia y en D. Ceséarea
electiva. (Magnificacién original x40)% vasos sanguineos; STB: sincitiotrofoblasto; linea

punteada delimita una vellosidad. Magnificacion original 100X. Scale Bar de 100um.
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8.3.Efecto de Oxitocina sobre la expresion del receptor de Oxitocina

Para la estandarizacion del trabajo de inmunohistoquimica (IHC) se realizaron
controles de tejido: el control negativo, cuya incubacion se realizé sin ningun
anticuerpo primario, el marcador CD34 para el reconocimiento del endotelio
vascular, y la proteina gonadotropina coridnica humana (hCG) como marcador

de células de trofoblasto. (Figura 11).

Por medio del proceso de estandarizacion (Figura complementaria 3 y 4), se
definié el titulo de anticuerpo ideal de trabajo, con el cual se pudiese diferenciar
la localizacién, intensidad y tipo de granulosidad de la marcacién sobre el tejido.
Es asi como se decidié utilizar la diluciéon de anticuerpo anti-OXTR en 1:1500,
obteniendo los resultados presentados en la Figura 12-A y Figura 13. En estos
se observa la marcacién del receptor de Oxitocina sobre la vellosidad placentaria,
cuya marcacién es de tipo granular, y esta expresada tanto, en membrana como,
de forma citoplasmatica. Y esta marcacion se encuentra presente principalmente
sobre el sincitiotrofoblasto para todas las vellosidades provenientes de los

distintos tipos de parto.

En cuanto a la intensidad de marcacion y &rea de marcacion de OXTR en el STB

de manera basal segun tipo de parto, no se observan diferencias entre los grupos
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de estudio (Figura 12). Cuando se evalla el efecto de oxitocina sobre la
expresion del receptor de Oxitocina en las muestras de explantes placentarios
segun tipo de parto, se obtienen las imagenes presentadas en la Figura 13. Al
cuantificar esta expresién de acuerdo con su intensidad de marcacién se observa
que en el parto de tipo espontdneo existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y dosis mayores de oxitocina (Figura 14-A),
sin embargo, cuando se grafica la regresion no linear de la capacidad de
respuesta del tejido frente a oxitocina, se observa que para parto espontaneo
(Figura 14-E en verde), el explante placentario aumenta la expresion del OXTR
frente a dosis crecientes de oxitocina. En cuanto a los demas tipos de parto, no
se observan diferencias estadisticamente significativas entre la intensidad de
marcacion de OXTR a diferentes dosis de oxitocina (Figura 14 B-D). Sin
embargo, al evaluar el parto acelerado (Figura 14-E en azul), existe una
expresion de OXTR significativamente mayor que para los demas tipos de parto,
principalmente en el rango fisiolégico de oxitocina durante trabajo de parto
(recuadro verde). Por otro lado, para cesarea de urgencia se observa que la
respuesta del tejido es contraria a los partos por via vaginal, ya que a mayor dosis
de oxitocina existe una tendencia a una menor expresion de OXTR (Figura 14-E
en rosado). Mientras que, para cesarea electiva, la expresion de OXTR

permanece constante (Figura 14-E en morado).
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Cuando se evalla el porcentaje de area que ocupa la marcacion de OXTR sobre
el Sincitiotrofoblasto y sobre la vellosidad placentaria, no se observan diferencias
estadisticamente significativas frente a dosis crecientes de oxitocina. (Figura

complementaria 5y 6).
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Figura 11: Controles de tejido. En A. Control negativo incubado sin anticuerpo
primario, en B. Marcacién de CD34 en endotelio vascular (Incubacién 1:400). C.
Marcacion de hCG sobre sincitiotrofoblasto (Incubaciéon 1:400). Magnificacion original
100X. Scale Bar de 50um.
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Figura 12: Expresion basal del receptor de oxitocina en explantes placentarios

humanos segun tipo de parto. A. Inmunohistoquimica de muestras de explantes

placentarios provenientes de los distintos tipos de parto. Magnificacion original 100X.

Scale Bar de 50um. B. Intensidad de marcacion de OXTR de forma basal segun tipo de

parto. C. Area de marcacion de OXTR en el sincitiotrofoblasto segun tipo de parto. Valor

corresponde a media £ SEM. ANOVA de una via con comparaciones multiples, *p<0.05,

n = 3-5 por grupo.
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Figura 13: Efecto de Oxitocina sobre la expresion del receptor de oxitocina (OXTR)
en explantes placentarios humanos provenientes de parto espontaneo, parto
acelerado, cesarea urgenciay cesarea electiva. Inmunohistoquimica para receptor de
oxitocina mediante incubacion de anticuerpo 1:1500. En vertical, dosis crecientes de
oxitocina a la cual estuvieron expuestos los explantes placentarios. En horizontal, tipos
de parto. En A-F, grupo de parto espontaneo. En G-L, grupo de parto acelerado. En M-
R, grupo de ceséarea urgencia. En S-X, grupo de cesarea electiva. Magnificacién original
100X, escale bar 50um.
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Figura 14: Efecto de oxitocina sobre la expresion del receptor de oxitocina en
explantes placentarios segun tipo de parto de acuerpo a la intensidad de
marcacion. En A. Intensidad de marcacién del grupo de parto espontaneo. B. intensidad
de marcacion del grupo de parto acelerado. C. Intensidad de marcacién del grupo de

cesarea urgencia. D. Intensidad de marcacion del grupo de cesarea electiva. A-D.
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Valores corresponden a media £+ SEM., ANOVA de una via con comparaciones multiples,
*P<0.05, n = 3-5 por grupo. E. Regresion no lineal de la Intensidad de marcacion de

acuerdo con dosis crecientes de oxitocina. Valores corresponden a media + SD, *p<0.05.
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8.4.Efecto de Oxitocina sobre la fosforilacion de eEF2.

Al evaluar la expresiéon proteica de manera basal por tipo de parto se observa
una disminucion estadisticamente significativa de la fosforilacion de eEF2 en
explantes placentarios provenientes de Parto Acelerado, Cesarea de Urgencia y
Cesarea Electiva, con respecto al grupo de Parto Espontaneo (Figura 15 A-B).
Mientras que aquellos explantes placentarios provenientes de Cesarea Electiva
poseen una expresion 2,5 veces mayor del factor de elongacion eEF2 total, que,
en las demas muestras provenientes de los diferentes tipos de parto, observando

un aumento significativo solo con respecto a parto espontaneo (Figura 15-C).

Al evaluar el efecto de Oxitocina sobre la fosforilacion de eEF2 de manera basal
por tipo de parto, se observa que en placentas provenientes de Parto Espontaneo
existe un aumento de la fosforilacion de eEF2 a dosis crecientes de Oxitocina
(Figura 16 A-B), mientras que la expresion total de la proteina presentaria una
tendencia a la disminucion (Figura 16-C). Mientras tanto, muestras provenientes
de Parto Acelerado como en las muestras provenientes de Cesareas, no existiria
capacidad de respuesta de parte del tejido tanto para la fosforilacién como, para

la expresion total de la proteina (Figura 16 D-L).
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Figura 15: Efecto del tipo de parto sobre la fosforilacién de eEF2 en explantes
placentarios humanos provenientes de distintos tipos de parto. En A. Western blot
para los diferentes tipos de parto. PE: Parto Espontaneo; PA: Parto Acelerado; CU:
Cesarea Urgencia; CE: Cesarea Electiva. En B. expresion relativa de phospo-eEF2 para
los distintos tipos de parto. En C. Expresion total de eEF2 por tipo de parto. Valores

corresponden a media + SEM., T-Test con correccién de Welch, *P<0.05, n = 4 por

grupo.
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8.5.Efecto de L-Tiroxina sobre la expresién de genes

Una vez estandarizada la PCR para cada par de partidores (Figura
complementaria 10 y 11), se analiz6 el set de muestras de explantes
placentarios humanos incubados de manera basal y con dosis crecientes L-

Tiroxina.

Al evaluar el efecto de L-Tiroxina sobre la expresion relativa de Endotelina-
1 en explantes placentarios humanos segun tipo de parto, se observa diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo basal de Parto Acelerado con
respecto al grupo basal de Parto Espontaneo, en el cual se evidencia que
aquellos explantes provenientes de Parto Acelerado poseen una expresion 140
veces mayor de END-1 por sobre el grupo control. Mientras que también se
observa que aquellos explantes expuestos a 2pM de L-Tiroxina aumentan 17
veces la expresion de END-1 con respecto a los explantes que no estuvieron

expuestos a la hormona (Figura 17-A).

Con respecto al efecto de L-Tiroxina sobre la expresion de Endotelina-1
para cada respectivo tipo de parto. Se observa que la hormona produce un
aumento estadisticamente significativo en la expresion relativa de END-1 para el

parto espontaneo, cuyo aumento es de 20 veces por sobre la expresion basal de
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END-1 (Figura 18-A). Los explantes de pacientes que cursaron con cesarea de
urgencia no expresan END-1 de manera basal, mientras que, al exponer el
explante a L-Tiroxina el tejido es capaz de expresar este mensajero (Figura 18-
C). Por otro lado, para Parto Acelerado, como para Ceséarea Electiva no existe un
efecto de L-Tiroxina sobre la expresion relativa de Endotelina-1 (Figura 18-B y

18-D).

Con respecto a la expresion relativa de HIF-1a, no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio cuando se evalla la
expresion de HIF-1a con respecto a las muestras provenientes de Parto
Espontaneo (Figura 17-B). Tampoco se observa un efecto de L-Tiroxina sobre

el tejido placentario para ninguno de los grupos por tipo de parto (Figura 19).

Adicionalmente, se analiz6 el efecto de L-Tiroxina sobre la expresiéon de
END-1 y HIF-1la en explantes placentarios segun parto espontaneo en
comparacion con cesarea electiva, los dos grupos mas contrastantes de los tipos
de parto estudiados. En donde se observd que en cesarea electiva no existen
cambios en la expresion mRNA al exponer a L-tiroxina al tejido, y tampoco existen
cambios en la expresion de mRNA en comparacién con parto espontaneo. Pero
si, existen diferencias estadisticamente significativas al exponer el tejido de

explante placentario con L-tiroxina aumentando la expresién de END-1, 20 veces
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mas que en su condicién basal. (Figura complementaria 12). Y, también se
analizo el efecto de L-Tiroxina sobre la expresion de END-1 y HIF-1a en via de
parto: Via Vaginal vs Cesarea Electiva, en donde no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (Figura

complementaria 13).
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Figura 17: Efecto de L-Tiroxina sobre la expresion relativa de Endotelina en
explantes placentarios humanos segun tipo de parto. En A. Expresion relativa de
Endotelina con respecto a la expresion basal del grupo de Parto Espontaneo. En B.
Expresion relativa de HIF-1a con respecto a la expresion basal del grupo de Parto
Espontaneo. (+) = 2pM de L-Tiroxina. Valores corresponden a media + SEM., ANOVA

de dos vias con comparaciones multiples, *P<0.05, n = 3 por grupo.
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Figura 18: Efecto de L-Tiroxina sobre la expresién relativa de Endotelina - 1 en
explantes placentarios humanos. En A. Expresion relativa de END-1 para Parto
Espontaneo a OpM y 2pM de L-Tiroxina. En B. Expresion relativa de END-1 para Parto
Acelerado a OpM y 2pM de L-Tiroxina. En C. Curva de Amplificacién y Curva de Melt
para END-1 de muestras representativas del grupo de Cesarea Urgencia a OpM y 2pM
de L-Tiroxina. En D. Expresion relativa de END-1 para Cesarea Electiva a OpM y 2pM de

L-Tiroxina. Valores corresponden a media + SEM., T-Test, *P<0.05, n = 3 por grupo.
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Figura 19: Efecto de L-Tiroxina sobre la expresion relativa de HIF-1a en explantes

placentarios humanos. Se presenta la expresion relativa de HIF-1a de manera basal y

al exponer el tejido a 2pM de L-Tiroxina, para A. Parto espontaneo, B. Parto Acelerado.

C. Ceséarea Urgencia. D. Cesarea Electiva. Valores corresponden a media + SEM., T-

Test, *P<0.05, n = 3 por grupo.
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9. DISCUSION

Los sistemas oxitocinérgico y tiroideo, estdn modificados en placentas
dependiendo del tipo de parto. Fue posible observar que los niveles hormonales
de oxitocina son capaces de modular la expresion de receptor de oxitocina y su
efector eEF2 en explantes placentarios humanos provenientes de parto
espontaneos. Mientras que, por otro lado, la exposicion frente a L-tiroxina

también modula la expresién del mensajero de END-1 en este tipo de tejido.

9.1. Sistema oxitocinérgico:

Para caracterizar el sistema oxitocinérgico en explantes placentarios
humanos segun el tipo de parto, se evalud: la expresion del receptor de oxitocina

(OXTR) y, como efector al factor de elongacion eucariota 2 (eEF2) [45-48].

Al evaluar la expresidon del receptor de oxitocina por medio de
inmunohistoquimica, se observdé que su expresidn se encuentra tanto en
membrana plasmatica como en el citoplasma de las células de sincitiotrofoblasto,
coincidente con los resultados presentes en literatura [49]. En bibliografia se ha
sefialado que una continua exposicién de oxitocina produce la desensibilizacion

e internalizacion del receptor de oxitocina a dosis de entre 10 a 100 nM incubadas
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entre 10 minutos a 12 horas en cultivos de linea celular de miometrio humano
[78-81], como también en tejido uterino o de glandula mamaria de ratén [79, 82,
83]. Mientras que frente a largas exposiciones del OXTR a oxitocina, en
concentraciones de 1000 nM durante 24 a 48 horas, no cambia la expresion
proteica del receptor, pero si disminuye la capacidad de union ligando-receptor y
la expresion del MRNA de OXTR en cultivo primario de miometrio humano [84,
85]. Los resultados de esta investigacion serian coincidentes con literatura, ya
que, los explantes provenientes de partos espontaneos, que cursaron con
oxitocina enddégena secretada de manera pulsétil en rangos de concentraciones
fisiologicas (1 - 10 nM) [25], serian sensibles a oxitocina disminuyendo su
expresion conforme aumenta la concentracion de oxitocina, pero esto se
detendria al superar notoriamente la ECso de OXTR (~2 nM) [86], rango para el
cual la expresion de OXTR se mantiene elevada en el explante placentario

humano.

Los explantes provenientes de parto acelerado serian capaces de presentar
un efecto sobre OXTR ante la exposicion de oxitocina, sin embargo, esto ocurriria
a dosis mas bajas de la hormona que en los explantes provenientes de parto
espontaneo. Probablemente, esto ocurra debido a que los tejidos provenientes
de parto acelerado estuvieron expuestos a altas concentraciones de oxitocina

durante el trabajo de parto, ya que cursaron con la secrecidn de oxitocina
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enddégena materna y, ademas de ello, se le administré oxitocina exégena. Por lo
que estuvieron expuestos a una larga exposicion oxitocina, a concentraciones
suprafisioldgicas [87], lo cual se relacionaria con el proceso de desensibilizacion

del receptor OXTR mencionado en bibliografia [84, 85].

Mientras tanto, en cuanto a los explantes placentarios provenientes de
ceséreas, se observa una tendencia a la disminucion de la intensidad de
marcacion de OXTR, lo cual sugiere que el tejido seria sensible a los cambios de
concentracién de oxitocina, y que de este modo cursarian con un proceso de
internalizacion del receptor de oxitocina. Ahora bien, se debe distinguir que los
tejidos provenientes de cesarea urgencia cursaron con oxitocina enddgena v,
ademas, con oxitocina exdgena, pero aun asi no se logré un trabajo de parto
eficiente. Probablemente esto estaria relacionado con la baja capacidad del tejido
uterino de realizar contraccion muscular debido a modulacion de la respuesta de

OXTR en miometrio humano.

Se describe en literatura que existen diversos factores que determinan la
respuesta de OXTR. Entre ellos se describe 1.- el nimero de OXTR presente en
la membrana, 2.- la capacidad de union ligando-receptor y 3.- el estado de
conformacion de OXTR [88]. El primer punto estaria relacionado con la

internalizacion del receptor, proceso que ocurriria por sobre 100 nM de oxitocina
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en linea celular de miometrio humano [81] y que estaria modulado por proteinas
como la GRK (principalmente GRK5 y GRK®6), kinasa que fosforila al receptor
OXTR en la region del carboxilo terminal y en sus loops intracelulares. Lo cual
produce el reclutamiento de B-arrestina-2, una proteina que impide estéricamente
el acoplamiento del GPCR para inhibir su sefializacion. Posterior a ello, se
produce la internalizacion de OXTR mediada por clatrina a través de la
magquinaria endocitica. Para finalmente, llevar a degradacion por via lisosomal, o
volver a ser presentado en membrana via reciclamiento (recycling) de OXTR [84,

85, 88-92].

El segundo punto, menciona la capacidad de union ligando-receptor, el cual

puede ser modificado por presencia de cationes o por colesterol [88].

Mientras que el tercer aspecto menciona la conformacion de OXTR, la cual
puede ser modificada por la formacién de dimeros, los cuales hasta el dia de hoy
se desconocen cuales pudieran ser su funcién biolégica, pero que se han
propuesto como medidas terapéuticas para tratamiento de esquizofrenia o
trastorno del espectro autista, ya que estos permitirian generar respuestas
altamente eficaces modulando la capacidad de interaccion social de este grupo
de personas [88, 93]. Mientras que los cambios de conformacion de OXTR

modulado por colesterol, serian realizados mediante: la uniéon de colesterol a
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OXTR, o por la formacion de microdominios de membrana, como es el caso de

las balsas lipidicas [85, 88, 92, 94-97].

Esta investigacion estuvo enfocada en el primer aspecto, relacionado a la
expresion del receptor de oxitocina. Sin embargo, cualquiera de los tres
mecanismos seria capaz de modular la respuesta de OXTR, por lo que podrian
estar implicados en las diferentes resultados obtenidas en esta investigacion, y

seria un importante enfoque que se puede abarcar en futuras investigaciones.

En cuanto a la evaluacion del efector de oxitocina, utilizando la
desfosforilacibn de eEF2 como representante de la activacion de la via. Se
observa que en explantes provenientes de parto espontdneo la via de
sefalizacion se encuentra inactivada, por lo que no ocurriria la sintesis de
proteinas, a diferencia de las muestras provenientes de otros tipos de parto. Los
cuales mantienen una mayor desfosforilacion y, por ende, una via se sefializaciéon
activada para la sintesis de proteinas. Se conoce que, en miometrio humano, la
activacion de la via de sefalizacion depende de OXTR y esta permitiria el
incremento de calcio intracelular, de manera directamente proporcional al
incremento de oxitocina hasta el rango de concentracion de 1 nM [78]. Ya que,
una vez superada esta concentracion, se activaria eEF2K, kinasa dependiente

de calcio/calmodulina, que cataliza la transferencia de y-fosfato desde GTP a
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Thr56 de eEF2. Lo cual produciria la fosforilacion e inactivacion de eEF2, debido
a la disminucion de la afinidad de eEF2 en el ribosoma [45, 98]. Se ha descrito
que, a su vez, la eEF2K estaria modulada por factores como: estrés, disminucién
de nutrientes, condiciones de hipoxia, bajos niveles energéticos y acidosis. Los
cuales producirian la activacién de eEF2K para la inactivacion de eEF2, y con
ello disminuir la sintesis de proteinas, evitando el gasto innecesario de recursos

energeéticos [45, 98, 99].

Los resultados sobre la expresién de eEF2 se podrian interpretar de la
siguiente manera: durante parto espontaneo el tejido placentario presentaria la
inactivacion del efector del sistema oxitocinérgico, ya sea por activacion de la
eEF2K para reservar energia, como resultado de un extenuante trabajo de parto
provisto exclusivamente por la capacidad innata de la madre [23], 0 por ausencia
de la activacién de OXTR, ya que la desfosforilacion de eEF2 es dependiente de
OXT-OXTR [45]. Mientras que, en parto acelerado y cesarea urgencia, si bien se
inicié un trabajo de parto, este trabajo de parto fue facilitado de manera externa
y por ello, aun se presentan reservorios energéticos que permiten mantener la
via de sefalizacion activada para la sintesis proteica. Y, de forma similar ocurriria
en cesarea electiva, en la cual nunca se curso con trabajo de parto y, por ende,
no existiria ningun impedimento en la activacion de la via de sefalizacion.

Incluso, en cesarea electiva se observa que existe una mayor expresion de eEF2
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total, la cual se encontraria completamente desfosforilada. Ademas, esta
activacion de eEF2 estaria relacionada a la activacion de OXTR mencionada

anteriormente.

Los mecanismos propuestos anteriormente se presentan en la figura 20, la
cual resumen de manera general las vias de sefalizacion oxitocinérgicas

propuestas para tejido placentario humano.
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Figura 20: Vias de sefalizacion propuestas para sistema oxitocinérgico via
OXTR en placenta humana. (1) Activacion del receptor OXTR por union a
ligando via proteina G. (2) Reclutamiento de GRK y fosforilaciéon del receptor
OXTR. (3) Reclutamiento de B-arrestina. (4) Internalizacion de OXTR mediada
por clatrina mediante maquinaria endocitica. (5) Degradacion de OXTR via
lisosomal. (6) Recycling del receptor. (7) Sefalizacion de OXTR via
PLC/DAG/PKC. (8) Activacion de eEF2 kinasa para desfosforilacion de eEF2. (9)

Sintesis de proteinas. Elaboracion propia.
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9.2.Sistema tiroideo:

Al respecto de la evaluacion de la expresion del receptor de hormonas
tiroideas av/B3 por medio de inmunohistoquimica y western blot, no se obtuvo
resultado alguno. Para esta determinacién, primero se realiz6 el proceso de
estandarizacion, utilizando muestras de tejido av/B3 positivos segun literatura,
tales como: placenta, endometrio, cancer urotelial y osteosarcoma [63, 67, 100].
Se realizaron diversas incubaciones con diferentes titulos de anticuerpo y
diferentes periodos de tiempo, y también, diferentes protocolos de recuperacion
antigénica para IHC. Sin embargo, no se logré la marcacion en ninguno de los
tejidos utilizados, por lo que no se logré obtener un control positivo para la
determinacioén. De este modo, para caracterizar el sistema tiroideo en explantes
placentarios humanos segun el tipo de parto, evaluamos el efecto de L-tiroxina

en la expresiéon de mRNA para Endotelina-1 y HIF-1a, segun tipo de parto.

Al evaluar la expresion de mRNA de Endotelina-1 y HIF-1qa, se evalla de
forma indirecta la sefalizacibn de hormonas tiroideas mediante su efecto

gendmico (TRA/TRP) y no genémico (av/B3), respectivamente [63-65].

Al respecto de la expresion de Endotelina-1 en parto espontaneo, se obtuvo

un aumento de 20 veces de la expresion de mRNA al exponer el tejido frente a
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2pM de L-tiroxina. Mientras que en cesarea de urgencia se obtuvo que en
ausencia de T4 el tejido no expresa mRNA de END-1, sin embargo, al exponer
el tejido a 2pM este si lo expresa. Estos resultados son consistentes con la
informacion presente en literatura. Por ejemplo, la revision de Guzman-Gutiérrez
y colaboradores, sefiala que en condiciones elevadas de T3 existe un aumento
de la expresion de Endotelina-1, favoreciendo asi la vasoconstriccion en tejido
excitable (Células endoteliales de vena de cordon umbilical humano o HUVEC).
Evidenciando que las hormonas tiroideas son capaces de modular la respuesta
vascular mediante la induccion de sintesis de vasoconstrictores y vasodilatadores
[58]. Al ser esta la primera investigacion que evalla la sefalizacion del sistema
tiroideo en placenta humana, los resultados obtenidos sobre la expresion de
END-1 en tejido placentario podria ser utilizados como indicador del posible

efecto que las hormonas tiroideas tienen sobre la vasculatura placentaria.

Por otro lado, en la publicacion de Contreras-Garcia y colaboradores en
2023, sefiala que en muestras de sangre de tejido umbilical proveniente de
mujeres embarazadas a las cuales se sometieron a cesareas electivas, cursaron
con niveles de T3y T4 mas bajos que las pacientes que cursaron con los demas
tipos de partos, siendo el Parto Espontaneo aquel grupo que presenta los niveles
mas elevados de hormonas tiroideas [87]. Del mismo modo la revision de

Ramezani y colaboradores, sefialan que aquellas mujeres que cursaron con
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partos de tipo vaginal presentan niveles mas elevados de TSH en corddn
umbilical en comparacion a cesarea electiva [101]. Esto estaria relacionado con
los resultados obtenidos en esta investigacion, donde se obtuvo que los
explantes provenientes de partos de tipo vaginal expresan mayor mRNA de END-
1 que las cesareas de manera basal. Esta relacion se basaria en que aquellos
tejidos provenientes de partos en los cuales se cursa con mayores niveles de
hormonas tiroideas presentan mayor activacion del sistema tiroideo y, por lo

tanto, una mayor expresion de mensajero.

Ademas, se debe destacar la importante diferencia en la expresion de
MRNA de END-1 en explantes provenientes de parto acelerado, el cual expresa
120 veces mas el mMRNA de END-1 que en el parto espontaneo. La endotelina-1
al ser un importante vasoconstrictor, es capaz de regular la contraccién muscular
en tejidos como, el miometrio. Endotelina-1, al igual que oxitocina, es capaz de
incrementar el calcio intracelular por via GPCR-Gg-PLC-IP3 segun lo descrito en
tejido excitable [102]. La relacién entre endotelina-1 y oxitocina, es desconocida
hasta la fecha y los cientificos no han logrado dilucidar si estos facilitadores de la
contraccion muscular actian de manera conjunta; o si bien, ambos actiuan de
forma completamente independiente inactivando una u otra via de sefializacion
[103, 104]. Por lo que este novedoso hallazgo pudiera ser una nueva evidencia

gue aporte en dilucidar esta incognita. Del mismo modo, se debera seguir
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indagando sobre las posibles razones por las cuales el tejido placentario
proveniente de parto acelerado presenta una mayor expresion de mRNA de END-

1y cuales serian las implicancias de esta sobreexpresion.

En cuanto al efecto no genémico de hormonas tiroideas, no se obtuvo
diferencia alguna de la expresion de mRNA de HIF-1a entre los diferentes tipos
de parto de manera basal, ni tampoco diferencias al exponer los tejidos frente a
L-tiroxina. Resultados contrastantes con bibliografia, los cuales sefialan que las
hormonas tiroideas activan la via de sefalizacion, aumentando la expresion del
mensajero. La publicacion de Lin y colaboradores sefiala que incubaciones entre
10°y 107 M de T3 durante 24 horas induce la expresiéon de HIF-1a, mediante la
via no gendmica de hormonas tiroideas. [91] Mientras que la incubacién con 10
M de T4 durante 24 horas también induce la expresiéon de genes por la via no

genomica, tanto de HIF-1a, como de TRB1. [63]

La preferencia entre la activacion de la via genomica frente a la via no
genodmica permanecera incierta, y habra que realizar nuevas determinaciones
para evaluar los intermediarios presentes en la ruta de sefalizacion, para
determinar de manera concreta si existe una preferencia entre las vias de
sefalizacion dependiendo del tipo de parto, de acuerdo la referencias antes

mencionadas.
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Los mecanismos propuestos anteriormente se presentan en la figura 21, la
cual resumen de manera general las vias de sefializacion tiroideas propuestas

para tejido placentario humano.
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Figura 21: Vias de sefializacion propuestas para sistema tiroideo en
placenta humana. (1) Transporte de hormonas tiroideas a citosol. (2) conversién
de T4 en T3 por parte de Deiodinasa 2. (3) Unién de T3 a su receptor. (4)
activacion de maquinaria transcripcional. (5) Transcripcion de Endotelina-1.

Elaboracion propia.
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9.3.Fortalezas y debilidades:

Esta investigacion, es la primera que evalla el sistema oxitocinérgico y
tiroideo en placentas humanas, diferenciando entre tipos de parto y el efecto
frente a la exposicion de oxitocina y tiroxina, respectivamente. Siendo estos
resultados un nuevo aporte en el entendimiento de los mecanismos de
sefalizacion presentes en placenta humana. Comprobando que efectivamente
existe una capacidad de respuesta diferenciada del tejido, segun tipo de parto.
Por lo que esta investigacion reforzaria la importancia de mantener un parto

fisiologico.

Esta tesis no estuvo exenta a dificultades como, por ejemplo, la
imposibilidad de evaluar el receptor av/33. La cual al no ser evaluada deja en la
incertidumbre sobre si existen o no, cambios en la expresion del receptor de
hormonas tiroideas en los diferentes tipos de parto y, como estos responden

frente a dosis crecientes de L-tiroxina.

Ademas, la falta de evaluacion de intermediarios en la sefializacién como:
PLC, PKC, PI3K y ERK1/2; la falta de evaluacion de receptores nucleares de
hormonas tiroideas, como: TRB1 y TRa; o incluso la falta de evaluacion de otros

factores que determinan la respuesta de OXTR, como la capacidad de union
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ligando-receptor y el estado de conformacién de OXTR. Son algunas de las
debilidades que presenta esta tesis y, al mismo tiempo, son los principales puntos

para considerar en las futuras proyecciones de esta investigacion.
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10. CONCLUSION

Esta investigacibn nos permite concluir que los tipos de parto presentan
diferencias en la expresion del receptor y sefializaciéon del sistema oxitocinérgico
y tiroideo en placentas humanas. Esta diferencia se observa de manera basal y

también, en respuesta a la exposicion de oxitocina y L-tiroxina.

Ademas, se demostré que el tejido proveniente de parto espontaneo seria
capaz de responder biolégicamente a oxitocina. Mientras que, en cesarea
electiva, en donde, no existe inicio de trabajo de parto, el tejido perderia esta
capacidad. Del mismo modo, el tejido proveniente de partos vaginales seria
capaz de activar la via de sefalizacion de hormonas tiroideas, en contraste con

tejidos provenientes de cesareas.

Esto evidencia una vez mas que el trabajo de parto no es Unicamente un
evento mecanico, sino que un evento neuroendocrino. De este modo, el
interrumpir los procesos fisiolégicos humanos en casos en donde la intervencion
quirdrgica no es estrictamente necesaria se estaria provocando alteraciones a

nivel placentarios que podrian llegar a afectar al recién nacido.
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Por esta razon, es fundamental continuar indagando como afecta la
realizacion de intervenciones del embarazo al desarrollo fisiologico del parto. Y,
ademas, concientizar a la poblacién y al personal de salud en la importancia de

respetar los procesos bioldgicos.

Queda como proyeccién evaluar los diferentes intermediarios de las
respectivas vias de sefializacion del sistema oxitocinérgico y tiroideo en

placentas humanas.
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12. ABREVIACIONES
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Gonadotropina coridnica humana (siglas en inglés)
Factor inducible de hipoxia-1a
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Inmunoglobulina clase G
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Lactato deshidrogenasa
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Complejo mayor de histocompatibilidad
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Receptor de oxitocina
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Proteina kinasa C

fosfolipasa C

Error estandar de la medicion (siglas en inglés)

102



STB
T3
T3r
T4
Thr
v/v

Sincitiotrofoblasto
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Volumen/volumen
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13.ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado que sera entregado a las pacientes.

Introduccién:
Esfimada Usuaria,

Mediants el presente documenta se la invita & participar 2 usted en la Investigacian itulada *“Caracterizacion
de los sistemas oxitocinérgico y tireideo, en la unidad feto placentarla segin tipo de parto.” Esta
informacion le permitira evaluar, juzgar y dacidic i desea re-sansentir su participacidn para ssts estudio. Lea
esta hoja informativa con atencian y puede que existan algunas palabras que no entienda. Por favor, siéntase
&n confianza ds solioitar que le sean explicados de mejor manera los concaplos. Si tiene preguntas més tards,
puede praguntarle a |a investigadara responsable cuando deses.

Fundamento: La unidad feto placentaria (bbé y piacente) modifica el funcionamiento placentario por una parte
¥ @n el nifiofa van acurianda cambios Unicas durante el parto, para la adaptacion del nifio/a al madio ambiznte.
En esta seniido evaluar hormenas u olras sustancias bioquimicas presentes en el plasma del cordén umbilical,
$egun tipa de parto, podria ser una informacion muy (il para comprender mejor el proceso del parto desde el
punto de vista neurohormonal y la necesidad de mejorar las practicas clinicas que se aplican durante este
periodo.

Razon por la que se invita a la persona a re-consentir su participacién: Debido a que usted participé del
estudio "Efectos de la Oxltoina sintética utilizada durante el parto, an el neusodesarralio ¥ comportamiento dal
nifio{a) durante el primer afio de vida" durante los afios 2014 &l 2018, en donde s le tomé una musstra da la
sangre del cordén umbilical al momento del parto, rescatando el plasma que fue congelado para su andlisis y
determinacién de niveles de Oxilocing, Existe una cantidad de plasma (1 ml) que alin se mantiene congelada y
permitiria medir atras harmonas, en este caso en particular hormana tiroidea, ademas de otros similares que
pudiesen identificarse y medirse.

Participacion y retire valuntario: el re consentir su parlicipacion an sste nuevo estudio considera la donacién
de su plasma congslado gue parmite realizar las mediciones. Esta donacion es eslriclamenta voluntaria, por
lo cusl, pedr de i igaci Iguier momento sin que esta la perudiqua de alguna forma.
De negarse a pariicipar no recibic4 sancion alguna, seguira teniendo los mismos derechos ¥ recibiendo todas
las prestaciones de igual modo en cualquiera de Ios centros asistenciales piblicos a los que usted acceds.
Usted no recibira una remunesacisn monetaria, ya que el estudio se reallzard en muesiras congeladas de
plasma. La informacién que nos brindara para esta nvestigacien comesponds 2 la que est contenida en la
base de datos de la primera investigacion en la cual usted paricipd, Su informacion sars confidencial, su
identidad se encuentra completamente anénima en base de datos puesto que se e Identifica por
un nimero correlativo y es utiizada inicamenta con fines Investigativos, la donacion de su plasma congelado.
es fundamental para el desarrallo de estudio ya qus su colaboracien esimportante para el estudio,

Disafio de estudio: Es un estudio del fipo fransversal, qua medird los niveles plasmaticos de hormona tiridea

i i el o del parto y los asociara con su tipo de parto y las précticas
clinicas que fuvo en ese momento, pariculammente el uso de medicamentos. No serd somefida a ningln
procedimiento, ni se le solicitara olro tipe de musstra,

Descripcién del sstudio! Una vez cblenida su i y valuado qus las de esta
muestra cumpian con los requisitos para su eso (cantidad minima 0,5 ml ¥ sin precipitacidn) se incorporard su

Versién 02 07 de octubre de 2020

y"%

Universidad de Concepcién W=
Facultad de Medicina &\ 1

Departamento de Obstetricia y Puerleultura R

Universidad de Cancepcidn
Facultad de Medicina
Departamento de Obstetricia y Puericultura

HOJA DE FIRMAS DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: *: “Caracterizacién de los sistemas oxitocinérgico y tiroideo,
en la unidad feto placentaria segn tipo de parto.”

CONFIRMO QUE ANTES DE FIRMAR:

- Mis han sido famente y creo toda la
Informaci6n proporcionada acerca del estudio.
- Acepto donar mi plasma Y que mijr médica ya pueda ser

utilizada en esta Investigacién y los resultados oblenidos sean divuigados conforme a o
descrito en esta informacion.

- He decidido re-consentir mi an en el estudio de investigacion y
entiendo que puedo retirarme en cualquier momento sin sancion aiguna.

- 5é que recibiré una copia firmada y fechada de este documento,

- 5é que al firmar este documento, no renuncio a ninguno de mis derechos legales.

T
Firma de Ia participante Fecha

Nembre de la participante

Yo, quien suscribe, investigadora/co-investigador/a, confimo que he entregado
verbalmente la informacién necesaria acerca del estudio, que he contestado toda duda
adicional y que no ejerci presion alguna para que la participante ingrese al estudio.
Declaro gue procedi en completo acuerdo con los principios éticos descritos en las
Directrices de GCP (Buenas Practicas Clinicas) y olras leyes nacionales e internacionales
vigentes.

Se e proporcionara a la usuaria una copia de esta informacién escrita en conjunto con el
formulario de consentimiento informado.

Nombre Investigadora Responsable Firma Fecha

Nombre Director centro 6 delegado Firma  Fecha

Versidn 02
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Anexo 2: Instructivo sobre manejo de residuos biologicos establecidos por la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion.

este de residuos deberd retiro mensual a través de MATPEL.

CLASIFICACION DE RESIDUOS BIOLOGICOS m@
Universidad de Concepcidn el
de Residuo Definicién Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, restos | Deben ser aimacenados a temperaturas Bolsa de autoclave
(tipo 1) de tejidos humanos, materiales contaminados | Inferiores a 4°C, de acuerdo al decreto N'6 amarilla «
con fluidos humanos (sangre, orina) y restos REAS, hasta ser retirados por MATPEL 0 ' @ \
de animales contaminados con bacterias o empresa externa®.
virus,
Residuos C a Deben ser a Caja - -
cortopunzantes {agujas, lancetas, hojas de bisturi, escalpelos) Inferiores a 4°C, de acuerdo al decreto N'6 amarilla
biolégicos que se han utilizado con fluidos y tejidos REAS, hasta ser retirados por MATPEL o
(tipo 2) humanos o en disecciones de animales empresa externa®.
contaminados con bacterias o virus.
Residuos bio-inertes | Corresponden a animales o restos de animales | Deben ser almacenados en bolsas para Bolsa para residuos
(tipo 3) de experimentacién que NO estén residuos inertes color negro, resistente al inertes color negro
contaminados con bacterias, virus u otras volumen y peso del residuo, a temperaturas
sustancias peligrosas. inferiores a 4°C hasta ser retirados por
MATPEL para su disposicién final.
Residuos [« a Serdn en plasticos | C
cortopunzantes (agujas, lancetas, hojas de bisturi, de 4L, eti como “Ce plésticod L
inertes «que NO han estado en contacto con tejidos inerte”, hasta ser retirados por MATPEL para ‘
(tipo 4) humanos, restos de tejidos humanos, fluidos su disposicién final.
humanos (sangre, orina), ni restos de animales
contaminados con bacterias o virus.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que han | Deben ser entregados a MATPEL, sSoLo Bolsa de autoclave %
microb estado en contacto con bacterias no cuando sean mediante autoclave o ° 2
{tipo 5) patégenas y que han sido inactivados por bafio con solucién de hipoclorito de sodio. blanca =
esterilizacién con autoclave o por baio en &
solucién de hipoclorito de sodio. &‘“
(*) El retiro desde la F: dicina, Facultad de DISE y Centro RAJ, serd una vez a la semana a través de

empresa externa Stericycle y MATPEL. El resto de las

con la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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14. FIGURAS COMPLEMENTARIAS:
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Figura complementaria 1: Evaluacion morfométrica de las vellosidades

placentarias segun tipo de parto. En A. Area de la vellosidad placentaria. En B.
Perimetro de la vellosidad placentaria. En C. Niamero de vasos sanguineos presentes
en cada vellosidad placentaria. En D. Diametro de los vasos sanguineos. n=12. Test
ANOVA de una via con comparaciones multiples. Se consideré como estadisticamente

significativo un valor de p < 0.05.
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Figura complementaria 2: Evaluacion morfométrica de las vellosidades

placentarias segun via de parto. En A. Area de la vellosidad placentaria. En B.
Perimetro de la vellosidad placentaria. En C. NUmero de vasos sanguineos presentes
en cada vellosidad placentaria. En D. Diametro de los vasos sanguineos. n=12. Test

Mann-Whitney. Se consideré como estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.
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Figura complementaria 3: Estandarizacion de anticuerpo anti-OXTR sobre muestra

de tejido de placenta, cancer urotelial y osteosarcoma. Primera columna
corresponde al tejido de placenta, columna central corresponde a tejido de cancer
urotelial y tercera columna corresponde a tejido de osteosarcoma. A-C. Incubacién
anticuerpo anti-OXTR 1:350 a pH6. D-F. Incubacion anticuerpo anti-OXTR 1:350 a pH9.
G-l. Incubacion anticuerpo anti-OXTR 1:900 a pH6. J-L. Incubacién anticuerpo anti-
OXTR 1:900 a pH9. M-O. Controles negativos. Magnificacion original 100X. Scale Bar
de 50um.

108



Anticuerpo anti OXTR 1:1500 Anticuerpo anti OXTR 1:2500
m : "
e| A
=
=
S
Q.
v
w
jo]
=
©
o 50 pm
gl C D .
o
2 ity
§ i
o
=
© a h
a
S E F Y
QCJ .;(‘.'5
= S
: \h‘]
3 :
o
b
Q ‘o
(&)
gl 6 , H - w
= N :
QL \
w 3
()
o
8 / . .
@ .A
(&)

Figura complementaria 4: Estandarizacion de titulo de anticuerpo. Comparacion de

IHC entre dos diferentes titulos de anticuerpo primerio anti OXTR. A.-C.-E.-G.
corresponde a IHC utilizando titulo de 1:1500. Mientras que B.-D.-F.-H. corresponden al
resultado de IHC utilizando titulo de anticuerpo 1:2500. Scale Bar de 50um.
Magnificacion original 100X.
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Figura complementaria 5: Efecto de oxitocina frente al area de marcacion en el

sincitiotrofoblasto. En A Parto Espontaneo, B. Parto Acelerado., C, Cesarea Urgencia.
D. Cesarea Electiva. Valores corresponden a media £+ SEM., ANOVA de una via con
comparaciones multiples, *p<0.05, n = 3-5 por grupo
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Figura complementaria 6: Efecto de oxitocina frente al area de marcacién en la

vellosidad placentaria. En A Parto Espontdneo, B. Parto Acelerado., C, Cesérea
Urgencia. D. Cesarea Electiva. Valores corresponden a media + SEM., ANOVA de una

via con comparaciones mdltiples, *p<0.05, n = 3-5 por grupo
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Figura complementaria 7: Estandarizacion de anticuerpo anti-av/B3 sobre

muestra. Primera columna corresponde al tejido de placenta, segunda columna
corresponde a tejido de cancer urotelial, tercera columna C-G-K. corresponde a tejido de
osteosarcoma, mientras que M. corresponde a tejido de la granulosa y O. corresponde
a tejido de endometrio humano. Finalmente, la cuarta columna corresponde a los
controles negativos de cada fila. A-C. Incubacién overnight a 4°C de anticuerpo anti-
av/p3 1:250 a pH6. D. Control negativo, incubando sin anticuerpo primario en placenta
humana. E-G. Incubacién anticuerpo anti-av/B3 1:50 durante 45 min a T° ambiente,
recuperacion antigénica a pH9. H. Control negativo, incubando sin anticuerpo primario
en placenta humana. I-K. Incubacién anticuerpo anti-av/p3 1:50 durante 30 min a T°
ambiente, recuperacion antigénica a pH6. L. Control negativo, incubando sin anticuerpo
primario en placenta humana. M. Incubacion en tejido de la Granulosa con anticuerpo

anti-av/B3 1:250 durante overnight a 4°C. N. Control negativo, incubando sin anticuerpo
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primario. O. Incubacion en tejido de Endometrio humano con anticuerpo anti-av/p3 1:750
durante overnight a 4°C. P. Control negativo, incubando sin anticuerpo primario.

Magnificacion original 100X. Scale Bar de 50um.
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Figura complementaria 8: Fosforilacion del factor eEF2 y expresion de eEF2 total

en explantes placentarios humanos segun tipo de parto. PE: Parto Espontaneo; PA:
Parto Acelerado; CU: Ceséarea Urgencia; CE: Cesarea Electiva. (n = 4).
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Figura complementaria 10: Estandarizacion de qPCR para 28S, Endotelina (1) y

HIF-1la. Estandarizacién de qPCR mediante amplificacion de una dilucién seriada de
concentracién conocida. A-C. Corresponden a Curva de Amplificacion, Curva de Melt y
Curva de Eficiencia para amplificacion de 28S. En D-F. Corresponden a Curva de
Amplificacion, Curva de Melt y Curva de Eficiencia para amplificacion de END-1. G-I.

Corresponden a Curva de Amplificacion, Curva de Melt y Curva de eficiencia para

amplificacién de HIF-1a. Cada punto fue realizado por triplicado.
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Figura complementaria 11: Electroforesis gel de Agarosa. Comprobacién de

Amplificacion del Amplicon de interés mediante Electroforesis en gel de Agarosa al 5%.
En primer carril muestra de END-1 cuyo amplicon es de 113bp, en el segundo carril
amplicon de 28S de 100bp, en el tercer carril amplicén de HIF-1a de 167bp y en el cuarto
carril Ladder Promega (REF: G452).
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Figura complementaria 12: Efecto de L-Tiroxina sobre laexpresion de END-1y HIF-

la en explantes placentarios segun parto espontaneo y cesarea electiva. En A.
Expresion relativa de END-1 con respecto a grupo de parto espontaneo. En B. Expresion
relativa de HIF-1a con respecto a grupo de parto espontaneo. (+) = 2pM de L-Tiroxina.
Valores corresponden a media £+ SEM., ANOVA de dos vias con comparaciones

multiples, *p<0.05, n = 3 por grupo.

118



A. Via de Parto

4_
» R Via Vaginal
E 3] = Cesarea
=
z
E 27
w
&
a 17
i -

0- T T

- +
L-Tiroxina

B_ Via de Parto

4=
- mm Via Vaginal
4 3] = Cesarea
=
X 2.
€ 2
w
& 1 I
L
I T

0- T T

- +
L-Tiroxina

Figuracomplementaria 13: Efecto de L-Tiroxina sobre la expresién de END-1y HIF-

la en explantes placentarios segun via de parto. En A. Expresién relativa de END-1
con respecto a grupo de Via Vaginal. En B. Expresion relativa de HIF-1a con respecto a
grupo de Via Vaginal. (+) = 2pM de L-Tiroxina. Valores corresponden a media + SEM.,

ANOVA de dos vias con comparaciones mdultiples, *p<0.05, n = 6 por grupo
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Figura complementaria 14: Expresion basal de END-1 en explantes placentarios

segln tipo de parto. Valores corresponden a media + SEM. Test T con correccion de

Welch, *p<0.05, n = 4 por grupo.
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