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RESUMEN

INTRODUCCION. La restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), es una
condicién que se caracteriza por una disminucion del potencial de crecimiento genético a
nivel fetal que puede ocasionar mayor predisposicion a enfermedades en el estado adulto
tales como diabetes, hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares e
hipertension. Esta condicién puede ser explicada mediante la “hipotesis de Barker”; que
establece que durante este estado se produce una reprogramacion genética a nivel fetal
como respuesta a distintas noxas (preeclamsia, malnutricion, hipoxia) en el ambiente
intrauterino del desarrollo fetal. Los cambios en la expresion génica durante la vida fetal,
pueden implicar un desarrollo anormal de los tejidos durante la vida intrauterina,
afectando la correcta formacion y maduracion de érganos como el cerebro, rifién, higado
y el corazdn. En la actualidad, se ha demostrado que el RCIU produce reprogramacion
cardiaca a nivel fetal, produciendo alteraciones en la fisiologia y la estructura del sistema
cardiovascular en la vida adulta. Estudios recientes han indicado que la hipoxia fetal
durante el embarazo promueve un aumento de la postcarga cardiaca fetal, llevando a un
engrosamiento de la pared ventricular y adrtica, concomitantemente con un aumento de
los niveles de proteinas modificadas por estrés oxidativo (nitrosilacion de residuos de
tirosina de proteinas, 3-NT) y de la expresion de la proteina de choque térmico 70
(HSP70). Usando un modelo de restriccion de crecimiento intrauterino en conejas,
mediante la restriccidon de la circulacién uteroplacentaria (RCUP), hemos observado por
analisis histoldgico del corazon fetal, regiones con congestion vascular. Adicionalmente,
observamos que la forma endotelial de la oxido nitrico sintasa (eNOS) experimentd un

aumento de la expresion proteica y activacion (fosforilacion en Ser-1177) en los
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corazones de fetos con RCUP. Interesantemente, observamos un aumento de la
expresion de hem oxigenasa 1(HO-1) y la forma inducible de NOS (iNOS) en relacion a
los fetos sin RCUP de la misma madre. Estos datos sugieren que el corazon fetal con
RCUP estd experimentando cambios en los niveles de O6xido nitrico (ON) y estrés
oxidativo, ambiente que podria promover la remodelacion cardiaca fetal en respuesta a
la hipoxia en el modelo RCIU. Adicionalmente, se ha descrito que la hipoxia promueve
estrés oxidativo en el corazon fetal, activando la via MAPK/ERK lo que conlleva a la
activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) que promueve la
produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-1beta, TNF-a). Estos mediadores
inflamatorios asi como NO inducen la expresion del factor de transcripcion HIF-1a, que
también puede ser activado via receptor tipo toll-4 (TLR-4). El resultado de la activacion
de HIF-1a desencadena en una serie de respuestas adaptativas a través de la activacion
transcripcional de genes inducibles por hipoxia como el factor de crecimiento endotelio
vascular (VEGF) que promueve angiogenesis y el transportador de glucosa-1 (GLUT-1),
dos procesos controlados por la sefalizacion PI3K/Akt. Nuestro estudio es pionero en
describir un conjunto de marcadores moleculares (PI3K/Akt, ERK, HSP70, TLR-4 y IL-
lbeta) en el corazén de fetos de conejas y el efecto de un modelo de restriccion de la

circulaciéon uteroplacentaria.



OBJETIVO.
Describir los cambios entre la expresion de Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS), el
estrés oxidativo, HIF-1a y los elementos cardioprotectores (PI3Kp110a/ AKT, ERK 1/2,

TLR-4, IL-1b, HSP70) en el corazén fetal usando un modelo de RCIU en conejas.

METODOLOGIA.

La restriccion de la circulacion uroplacentaria en conejas se realizé6 mediante la ligadura
de 40-50% de los vasos utero-placentarios en el dia 25 de gestacion (83% de la gestacion
total, 30 dias del proceso normal de gestacidn). Se analizo corazones fetales de controles
y con RCIU (n=10 muestras total), en los cuales se evalud los niveles de GSH, GSSG y
TBARS mediante espectrofotometria. Adicionalmente, por Western Blot (n=14 muestras
total) se estudio los niveles de proteinas modificadas (3-nitrotirosinas). Adicionalmente,
se midieron los genes blancos de HIF-1a asociados a angiogénesis (VEFG) y transporte
de glucosa (GLUT-1). Finalmente, se establecié la expresion de elementos asociados a

cardioproteccion (AKT, HSP70, ERK) y asociados a inflamaciéon (TLR-4 e IL-1beta).

RESULTADOS.

El modelo de RCIU produce una disminucién del tamafio de los fetos expuestos a esta
condicion comparados con los fetos controles. Los corazones fetales de RCIU fueron mas
pequefios que los controles, pero no se observaron diferencias en la razén peso corazén/
peso fetal. No observamos cambios en los niveles de la razon de GSH/GSSG en los
corazones fetales con RCIU en comparacibn con controles. Sin embargo,

interesantemente encontramos un aumento significativo en los niveles de



lipoperoxidacion en los corazones fetales con RCIU (TBARS; *p <0,0001).
Adicionalmente, se registr6 un aumento en la expresion de proteinas nitrosiladas (3-NT)
en los corazones fetales con RCIU. No se observaron diferenciacion en los niveles de
HSP70, AKT, y ERK1/2 en los corazones fetales asociados a RCIU. Finalmente,
tampoco se observaron cambios significativos en la expresion de mediadores de

inflamacion (TLR-4 e IL-1beta).

CONCLUSIONES.

Durante la restriccion de la circulacion uteroplacentaria al final de la gestacion, el corazén
fetal sufre un aumento del estrés oxidativo caracterizado por un incremento de la
lipoperoxidaciéon de membranas y proteinas nitrosiladas, sin cambios en la expresion de

factores asociados a cardioproteccion (HSP70, ERK 1/ 2, AKT) o inflamacién (TLR-4/ IL-

1B).
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ABSTRACT

Intrauterine growth restriction (IUGR) is a condition that is characterized by a decrease in
the potential for genetic growth at the fetal level that may cause a greater predisposition
to diseases in the adult state such as diabetes, hypercholesterolemia, cardiovascular
diseases, and hypertension. This condition can be explained by the "Barker hypothesis";
which establishes that during this state a genetic reprogramming occurs at the fetal level
in response to different noxious (preeclampsia, malnutrition, hypoxia) of the intrauterine
environment of fetal development. Changes in gene expression during fetal life may
involve abnormal tissue development during intrauterine life, affecting proliferation,
differentiation in organs such as the brain, kidney, liver, and heart. At present, the IUGR
has been shown to produce cardiac reprogramming at the fetal level, causing alterations
in the physiology and structure of the cardiovascular system in adulthood. Recent studies
have indicated that fetal hypoxia during pregnancy promotes an increase in fetal cardiac
afterload, leading to a thickening of the ventricular and aortic wall, concomitantly with an
increase in the levels of proteins modified by oxidative stress (nitrosylation of tyrosine
residues of proteins, 3-NT) and the expression of heat shock protein 70 (HSP70).

Using an intrauterine growth restriction model in rabbits, through restriction of the
uteroplacental circulation (RCUP), we have observed by histological analysis of the fetal
heart, regions with vascular congestion. In addition, we observed that the endothelial form
of nitric oxide synthase (eNOS) experienced an increase in protein expression and
activation (phosphorylation in Ser-1177) in fetuses hearts with RCUP. Interestingly, we
observed an increase in the expression of heme oxygenase 1 (HO-1) and the inducible

form of NOS (iNOS) in relation to fetuses without RCUP of the same wood. These data
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suggest that the fetal heart with RCUP is experiencing changes in nitric oxide (NO) levels
and oxidative stress, an environment that would promote fetal cardiac remodeling in
response to hypoxia in the RCIU model. In addition, it has been described that hypoxia
promotes oxidative stress in the fetal heart, activating the MAPK / ERK pathway which
leads to the activation of the nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) that promotes
the production of proinflammatory cytokines (IL- 1 beta, TNF-a). These inflammatory
mediators as well as NO induce the expression of the transcription factor HIF-1a, which
can also be activated via a toll-4 receptor (TLR-4). The result of the activation of HIF-1a
triggers in a series of adaptive responses through transcriptional activation of hypoxia-
inducible genes such as vascular endothelial growth factor (VEGF) that promotes
angiogenesis and glucose-1 transporter (GLUT - 1), two processes controlled by PI3K /
Akt signaling. Our study is a pioneer in describing a set of molecular markers (PI3K / Akt,
ERK, VEGF, GLUT-1, and IL-1beta) in the heart of rabbit fetuses and the effect of a

restriction model of the uteroplacental circulation.

OBJECTIVE.
Describe the changes between the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS),
oxidative stress, HIF-1a and cardioprotective elements (PI3Kp110a/ AKT, ERK 1/2, TLR-

4, IL-1b, HSP70) in the fetal heart using an RCIU model in rabbits.
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METHODOLOGY.

The restriction of uteroplacental circulation in rabbits is performed by ligation of 40-50%
of the uterus-placental vessels on the 25th day of gestation (83% of the total gestation,
30 days of the normal gestation process). Fetal control hearts and RCIU were analyzed
(n = 10 samples in total), in which the levels of GSH, GSSG, and TBARS were evaluated
by spectrophotometry. In addition, by Western blot (n = 14 samples in total) the levels of
modified proteins (3-nitrotyrosine) were studied. In addition, the white HIF-1la genes
associated with angiogenesis (VEFG) and glucose transport (GLUT-1) were measured.
Finally, the expression of elements associated with cardioprotection (AKT, HSP70, ERK)

and associated with inflammation (TLR-4 and IL-1beta) was detected.

RESULTS.

The RCIU model produces a decrease in the size of fetuses affected to this condition
compared to fetus controls. The RCIU fetal hearts were smaller than the controls, but no
differences were observed in the heart weight / fetal weight ratio. There are no changes
in the levels of the GSH / GSSG ratio in fetal hearts with RCIU compared to controls.
However, we found a significant increase in lipoperoxidation levels in fetal hearts with
RCIU (TBARS; *, p <0.0001). In addition, an increase in the expression of nitrosylated (3-
NT) proteins in fetal hearts with RCIU was added. No differentiation is observed in the
levels of HSP70, AKT, and ERK1 / 2 in the fetal hearts associated with RCIU. Finally, no
significant changes were observed in the expression of inflammation mediators (TLR-4

and IL-1beta).
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CONCLUSIONS

During the restriction of the uteroplacental circulation at the end of pregnancy, the fetal
heart suffers an increase in oxidative stress characterized by an increase in
lipoperoxidation of membranes and nitrosilated proteins, without changes in the
expression of factors associated with cardioprotection (HSP70, ERK 1 / 2, AKT) or

inflammation (TLR-4 / IL-1B).
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MARCO TEORICO

Retardo de Crecimiento IntraUterino e impacto en la vida adulta

La restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), es una condicion en la que se produce
una disminucién del crecimiento, relativo a su potencial de crecimiento genético, que se
ha asociado a una mayor predisposicion a enfermedades en el estado adulto. Dicha
condicion ha sido propuesta con la “hipotesis de Barker”; que describe el fendmeno de
programacién genética desadaptativa del feto inducida por estimulos o noxas del
ambiente intrauterino durante las fases criticas del desarrollo fetal (1,2). Se ha descrito
gue las condiciones que afectan la salud materna (afectada malnutricion) y el desarrollo
placentario (modificado por patologias tales como preclampsia) durante el embarazo
pueden inducir el RCIU. Esta condicién ocurre en alrededor del 6% de todos los
embarazos y se asocia con un mayor riesgo de complicaciones neonatales (3,4), muerte
fetal (4,5), hipoxia al nacimiento (4) y desarrollo neuroldgico alterado (5,6). Ademas,
numerosos estudios sugieren una asociacion entre el RCIU y las enfermedades cronicas
del adulto, tales como diabetes mellitus (7), hipercolesterolemia (8), enfermedades
cardiovasculares e hipertension (9). Los lactantes humanos con RCIU que pesan menos
de 2,5 Kg al nacer, poseen 30 veces mas mortalidad en la vida adulta, y los que pesan
<1,5 Kg tienen 100 veces mas mortalidad que los nacimientos normales (10). Las
complicaciones asociadas al RCIU y el aumento de la mortalidad, podrian explicarse por

la “hipotesis de Barker” a través de la reprogramacion feta
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RCIU v la reprogramacion fetal:

La “hipotesis de Barker” plantea que el ambiente intrauterino puede alterar la expresion
del genoma fetal con consecuencias a lo largo de la vida (11). Los cambios en la
expresion génica durante la vida fetal, pueden implicar un desarrollo anormal de los
tejidos durante la vida intrauterina, afectando la proliferacion, diferenciacion y expresion
génica en organos como el cerebro (12), rifidén, corazén (13,14) e higado (13). Nuestro
grupo de investigacion utilizando un modelo de restriccion de la circulacion
uteroplacentaria en conejas, ha encontrado cambios en la expresion génica en el riidon
fetal (15,16). El término reprogramacion describe el proceso en el que los estimulos o
condiciones ambientales negativas durante las fases criticas de desarrollo embrionario
generan cambios permanentes en la fisiologia o metabolismo del organismo. Se postula
gue el feto en un ambiente de desnutricion e hipoxia estd en una condicion de restriccion
calorica, caracterizado por un aumento en la deposicion de grasa, y posiblemente una
disminucién de la produccién de energia (17,19). Al momento de nacer, frente a un
aumento en la disponibilidad de calorias y oxigeno, estos individuos desarrollan obesidad
y otras manifestaciones del sindrome metabdlico en el estado adulto, debido a
alteraciones en los mecanismos reguladores homeostaticos (20).

En la actualidad, se ha demostrado que el RCIU afecta la reprogramacion fetal del
corazon, produciendo alteraciones en la fisiologia y la estructura del sistema
cardiovascular en la vida adulta. Estudios recientes han indicado que usando un modelo

de ratas en prefiez expuestas a hipoxia (en camaras con 13% de oxigeno desde el dia 6
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a 20 de gestacion), experimentan un aumento de la postcarga cardiaca fetal, llevando a
un engrosamiento de la pared ventricular y adrtica en conjunto con un aumento de la
sefial de nitrotorosina en la pared de la aorta y un aumento de la proteina de shock
térmico 70 (HSP70) en tejido cardiaco (21). Ademas, los corazones fetales desarrollados
bajo hipoxia en un modelo de ratas, fueron mas sensibles a la lesion por isquemia-
reperfusion y demostraron disfuncién endotelial en la vida adulta (22). La gestacion en
condiciones de hipoxia induce alteraciones cardiacas fetales a pesar del hecho que
durante la isquemia fetal, el corazon es selectivamente perfundido a expensas de los

otros érganos.

Modelo Retardo de Crecimiento IntraUterino en conejo

Para evaluar los cambios en el corazén fetal asociados a RCIU, usamos un modelo de
restriccion de la circulacion uteroplacentaria en conejas. EI modelo experimental de RCIU
en conejo propuesto en el presente proyecto, es un modelo animal estandarizado y
reproducible en nuestro laboratorio y en otros centros de investigacion internacionales
(Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras, Barcelona, Espafia
y en el Instituto Nacional de Medicina Perinatal National, Mexico), que presenta
caracteristicas que pueden conferir algunas ventajas en comparacion con otros modelos
utilizados para investigar la restriccion del crecimiento fetal, como en rata o en oveja. De
hecho la placenta del conejo es discoide, villosa y hemochorial (23), similar a la placenta
humana. Ademas, los conejos se asemejan a los seres humanos mas estrechamente que

otras especies en términos de la sincronizacion de la maduracion de la materia blanca
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del cerebro perinatal (18). Ademas, el modelo experimental utilizado es un modelo
graduable de restriccion del crecimiento fetal basado en la ligadura selectiva de vasos
uteroplacentarios en la placenta de la coneja. Previamente, nuestro grupo demostré que
los fetos de conejos sometidos al modelo de RCIU son significativamente mas pequefios
gue los animales controles, asociados a una significativa reduccion en el tamafio de la
placenta (Anexo Figura 1SB)(16). También, previamente reportamos un aumento
significativo en el didmetro vascular del corazon fetal bajo el modelo de RCIU (24).
Adicionalmente, hemos mostrado aumento en la expresion de HIF-1a y las vias de
produccion de oxido nitrico en el rindn y en el corazon fetal con RCIU (16,24). En el
analisis histoldgico de corazones fetales observamos regiones con congestion vascular
leve a severa, lo que sugiere alteracion cardiaca fetal por el RCIU. Adicionalmente,
observamos un incremento en la expresion de proteina y activacion de eNOS
(fosforilacion de eNOS en Ser-1177), sugiriendo un fendmeno compensatorio en el
corazon fetal en respuesta a la condicion de restriccion de la circulacion uteroplacentaria.
Adicionalmente, se observdé aumento de la expresion génica de iINOS en corazones
fetales (24), sugiriendo un aumento tisular asociado a niveles de NO no fisiolégicos.
Interesantemente, la interaccion entre HIF-1a y la vias de senalizacion de NO en el

modelo RCIU en corazones fetales de conejo aun no ha sido estudiado.
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Estrés oxidativo, HIF-1a e iNOS

Como se menciono anteriormente, la hipoxia cronica durante la gestacion en el corazén
fetal promueve estrés oxidativo y aumento la sefial de nitrotirosina en aorta (25).
Especificamente, se ha reportado que nifios de 8 a 13 afios de edad expuestos a una
condicion de RICU, exhiben mayores niveles de peroxidacion lipidica en plasmay tienen
presiones sanguineas mas altas comparadas con nifios de peso normal al nacer (26).
También se ha reportado que lactantes que experimentaron un retardo de crecimiento
restringido aumentaron los niveles séricos tanto de estado oxidativo (peroxidacion lipidica
y dafio al ADN) como en los indices antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa) (27).Usando nuestro modelo de RCIU en conejos, hemos evaluado
indirectamente el estrés oxidativo mediante la determinacion de los niveles de proteinas
carboniladas. Nuestros datos previos muestran un incremento significativo en los
corazones fetales con RCIU respecto de los corazones controles (24). Ademas, en
condicion de hipoxia se ha descrito una fuerte asociacion entre estrés oxidativo y el factor
de transcripcion inducido por hipoxia (HIF-1a), que es clave en la organizacién de eventos
necesarios para la adaptaciéon a la hipoxia (28). HIF-1les un factor transcripcional
heterodimérico que se regula principalmente a nivel de su subunidad alfa que es sensible
a oxigeno. La subunidad beta esta constitutivamente expresada en el nucleo (29). HIF-
1 promueve la transcripcion de una amplia gama de genes que pueden ayudar a las
células a adaptarse a un bajo suministro de oxigeno, incluyendo el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), eritropoyetina (EPO), varias enzimas glicoliticas,

transportadores de glucosa (GLUT-1, GLUT-3), heme oxigenasa-1 (HO-1) y la forma
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inducible de 6xido nitrico sintasa (iNOS) (30). La evidencia acumulada durante los ultimos

afos sugiere un papel critico para HIF-1a en los fendmenos de cardioproteccién (31).

Durante la hipoxia, el sistema PHD (prolil-hidroxilasa)/HIF adapta las células a la privacién
de oxigeno mediante la reprogramacion de su metabolismo. Esta reprogramacion
metabdlica implica que las células no utilicen la via metabdlica dependiente del oxigeno,
como el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). En lugar de ello, las células cambian a la via
metabdlica independiente del oxigeno, y comienzan a usar la glicélisis como mecanismo
principal de la produccién de ATP (32). Por ello, muchos genes implicados en la captacion
de glucosa y la glucdlisis han sido identificados como genes blancos de HIF-1(33).

Se ha demostrado que diversos factores, incluyendo marcadores asociados a estrés
oxidativo, pueden regular a HIF-1a. Existe evidencia de que los cambios en la proporcion
intracelular de GSH/GSSG pueden regular la induccion de HIF-1a durante la hipoxia (34).
Varios estudios han demostrado la induccion de HIF por oxidantes (como el arsenito que
induce potentemente la produccién de especies reactivas deoxigeno ROS) (35) o por
electrofilos celulares como 15-deoxi-A12,14-prostaglandina-J2 (15d-PGJ2) o acroleina
(36). Ademas, la actividad de HIF-1 puede ser regulada por mecanismos
transcripcionales y post-traduccionales. La sintesis de proteinas HIF-1a puede ser
regulada a nivel transcripcional a través de mediadores inflamatorios y factores de
crecimiento que interaccion con su receptor tirosina quiinasa especifico, lo que conduce
a la activacion de las vias PI3K/AKT/mTOR y MAPK/ERK (37) (Imagen 1).

Se ha descrito también que TNF-a y IL-1 8 (38), adenosina (39), asi como 6xido nitrico

(NO) (40), inducen la expresion de la proteina HIF-1a través de éste mecanismo (39,40).
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También se ha reportado la activacion del receptor tipo Toll -4 (TLR-4), que utilizando la
via NF-kB, induce la expresién de HIF-1a (41). Dentro de la regulacion post-traduccional
se reconoce activacion de HIF-1 por fosforilacion mediada por p42/p44 MAPK (42).Existe
amplia evidencia de que en condicion de normoxia e hipoxia la actividad de HIF-1a puede
ser regulada por NO mediante S-nitrosilacion en sus residuos tioles reactivos, a los que
se une covalentemente (43, 44).La S-nitrosilacion de cisteina-533 en el dominio de
degradacion de oxigeno estabiliza HIF-1a inhibiendo su unién a la proteina de von-Hippel
Lindau permitiendo que HIF-1a interactue con HIF-13 y experimente acumulacion nuclear
(45). También se ha demostrado que la S-nitrosilacion de otra cisteina sensible al redox
(C800) localizada dentro del dominio de activacion C-terminal, aumenta la actividad de
HIF-1, en este caso facilitando la union de HIF-1a al elemento de respuesta de CBP/p300
(46). En este contexto se ha demostrado que la activacion de HIF-1a mediada por NO
conduce a la induccién de la forma inducible de la 6xido nitrico sintasa (iNOS) en varios
tipos celulares y que el NO derivado de la actividad de iNOS puede regular el factor de
transcripcion HIF-1a en un mecanismo de retroalimentacion (47).

La INOS constituye una de las 3 isoformas de NO sintasas (NOS) que sintentizan
el oxido nitrico (NO), un reconocido regulador del tono vascular y la funcién
cardiovascular a través de mecanismos dependientes e independientes cGMP (48). Las
3 isoformas (eNOS, nNOS e iNOS) estan expresadas en el tejido del corazén; eNOS se
expresa de forma constitutiva en cardiomiocitos (49), nNOS se puede encontrar en todas
las células cardiacas, incluido el sistema nervioso autbnomo que inerva el corazon, la
aorta y la pulmonar. Las arterias, la arteria coronaria y el miocardio auricular y ventricular

(50), e INOS se pueden inducir en células lisas vasculares cardiacas en respuesta a la
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inflamacion (51,52). Los NOS son homodiméticos, con propiedad oxidorreductasa, cuyo
sustrato es la L-arginina, su cofactor es la tetrahidrobiopterina (BH4) y posee una
agrupacion hemo y un dominio reductasa. Las reacciones catalizadas por NOS requieren
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleétido (FAD),
y mononucleétido de flavina (FMN). En cada reaccion NOS cataliza la conversion de L-
arginina a NO y L-citrulina (53).

INOS es una proteina codificada por el gen NOS2, ubicada en el cromosoma 17
en la posicion 17g11.2-g12. iNOS esté formada por 1153 aminoécidos y pesa 130 kDa
(54). A diferencia de eNOS y nNOS, la actividad de iINOS es independiente del calcio
(55). Una vez activo, el dimero iNOS tiene una actividad catalitica que es 100-1000 veces
mayor que la de eNOS y nNOS, por lo tanto, el aumento de su actividad genera altos
niveles de NO hasta el agotamiento del sustrato y los cofactores o su degradacion
enzimatica (56). La elevada generacion de NO lleva a la formacién de peroxinitrito, lo que
aumenta los niveles de expresion de las metaloproteinasas (MMP) y el colageno,
induciendo fibrosis (57).

Estudios recientes han demostrado que bajo condiciones RCIU hay estrés
oxidativo y también un aumento en la expresion de factores proinflamatorios en la
placenta como el TNF-alfa, IL-1beta y Cox2 (58-61). Tanto los mediadores de inflamacion
como el estrés oxidativo favorecen la induccion de iINOS (62,63). Estos elementos en

conjunto pueden actuar como gatillantes de un proceso de remodelacion cardiaca.
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Receptor tyrosine kinase

GLUT, VEGE,
MMP, etc.

Imagen 1. Mecanismo regulador de la expresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1). La
estimulacién del factor de crecimiento induce la sintesis de proteinas de la subunidad HIF-1a (HIF-1a)
activando las vias PI3K / Akt / mTOR y Ras / MEK / ERK quinasa. En condiciones norméxicas, el HIF-1a
se hidroxila por las prolina hidroxilasas (PHD), lo que desencadena su interaccion entre la proteina
supresora de tumores von Hippel-Lindau (pVHL), lo que conduce a su poliubiquitinacién y posterior
degradacion proteasémica. Por el contrario, en condiciones hipéxicas, HIF-1a se mantiene estable, ingresa
al nucleo vy, junto con HIF-1B, se une a los elementos sensibles a la hipoxia (HRE), regulando al alza la
expresion de genes diana como los transportadores de glucosa (GLUT), vasculares factores de crecimiento
endotelial (VEGF) y metaloproteinasas de matriz (MMP) (Extraido de Masashi Ueda. Scientific World

Journal. 2014)
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Rol cardioprotector de los marcadores ERK Y2, PI3K/AKT, TLR-4, IL-18 y HSP70.
ERK 1/2

La ruta de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK) es una ruta de sefializacion
compuesta de proteinas quinasas de accion secuencial que participan en la regulaciéon
del crecimiento celular, la proliferacion, la diferenciacién, la supervivencia, la
transformacion, la apoptosis y otros procesos (64) . Se han descrito tres ramas principales
de la via de sefializacion MAPK: quinasas reguladas por sefial extracelular (ERK) 1/2,
p38 quinasas y quinasas N-terminales c-Jun (JNK). Los ERK1 y ERK2 humanos tienen
84% de identidad en secuencia y se cree que comparten la mayoria de las funciones (65).
En el miocito cardiaco, la cascada de sefalizacion de ERK se inicia clasicamente en la
membrana celular mediante la activacion de la pequeiia proteina G Ras, o que conduce
al reclutamiento y activacion diversas proteinas quinasas que tiene como objetivo
terminal la fosforilacion de numerosos objetivos citoplasmaticos y la translocacion de ERK
en el nucleo seguido de la activacion de factores de transcripcion como Elk-1, c-FOS,
p53, GATA4 y Etsl /2, HIF-1a (65).

Se ha reconocido el rol cardioprotector de ERK en respuesta a isquemia/reperfusion,
estrés oxidativo, hipoxia, estimulacién p-adrenérgica y exposicién a antraciclina. Varios
estudios han demostrado que la via ERK puede ser protectora contra la apoptosis
(66).Por ejemplo, la activacion de ERK en corazén isquémico/reperfusion en rata, resultd
tener efectos antiapoptoticos (caspasa 3, p <0.01), y la recuperacién funcional cardiaca

mejorada (p <0.01) (67).
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PISK/AKT

La via de sefalizacion intracelular de fosfoinositida 3-quinasa / proteina quinasa B (PI3K
/ Akt), esta implicada en la regulacién de la supervivencia celular y puede conferir
proteccién contra lesiones de isquemia / reperfusion en varios érganos, asi como en el
corazon (68). Akt es un objetivo de fosforilacion corriente abajo de PI3K y, por lo tanto,
es un mediador importante de la supervivencia celular. Al igual que ERK %2 las cascadas
PI3K / Akt como MAPK / ERK1 / 2 son activadas en modelos de isquema y reperfusion
en corazones de ratas mejorando la eficiencia cardiaca (69). Ademas se reconoce el rol
de esta via de sefalizacion, asi como la via de ERK % en la activacion de HIF-1q,

importante factor de transcripciéon inducido en condicion de hipoxia (70).

TLR-4 e IL-1 beta

Los receptores tipo Toll (TLR) son una familia de receptores de reconocimiento de
patrones involucrados en enfermedades cardiovasculares. En particular, numerosos
estudios han demostrado que TLR4 (cuyo nivel de expresion en el corazén es mas alto
en comparacién con otros TLR) activa la expresiéon de varios genes de citoquinas
proinflamatorias que juegan un papel fundamental en la inflamacion para la defensa del
huésped contra el dafio y la reparacién del tejido (71). La activacién de TLR4 se inicia
cuando receptores de reconocimiento de patrones (PRR), reconocen y responden a los
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), incluidos los patrones moleculares
asociados a patdgenos exogenos (PAMP) que son estructuras conservadas de los
microorganismos patdgenos y alarmas enddgenas que se liberan en respuesta al estrés

o al dafo tisular (72). El resultado de la activacién de TLR-4 es la activacion de muchos
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factores de transcripcion, como el factor nuclear k B (NF- k B), que posteriormente induce
la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1B8 y TNF- a (73).

Varios estudios han proporcionado evidencia de que RCIU se acompafa de alteraciones
estructurales tempranas en los vasos sanguineos lo que favorece el desarrollo de la
aterosclerosis, condicién que involucra la participacion de marcadores proinflamatorios
(74).

HSP70

Las proteinas de choque térmico (HSP) son una familia de proteinas endégena que
pueden sobreexpresarse en diversas situaciones de estrés, como la hipertermia, el estrés
hemodinamico causado por enfermedades del corazdn, el ejercicio fisico, entre otros.
Estas Proteinas se clasifican de acuerdo a sus pesos moleculares. HSP70 ha tomado
importante interés en su rol cardioprotector. Hay diversos estudios que muestran
proteccion miocardica por HSP70 en respuesta a dafio isquémico (75). Algunos estudios
relacionan la expresion de HSP70 con disminucion en el area infartada (76), con
recuperacion de la lesion post-isquemia / reperfusion, recuperacion de la funcién

endotelial sistdlica y coronaria (77).

Comprender la relacion entre estrés oxidativo, INOS, HIF-1a y factores cardioprotectores,
y como participan en la remodelacién cardiaca en un modelo de restriccion de
crecimiento intrauterino, es un desafio no resuelto. Su importancia recae en que la
comprension de los mecanismos subyacentes al desarrollo del fenotipo RCIU,

inicialmente en una etapa aguda, puede proporcionar objetivos potenciales para
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intervenciones terapéuticas dirigidas a prevenir el dafio cardiovascular observado en los

recién nacidos con RCIU.

27



PROBLEMATICA

Nuestro trabajo preliminar utilizando un modelo de retardo de crecimiento intrauterino
(RCIU) mediante la restriccién de la circulacion uteroplacentaria en conejas ha permitido
establecer que en el corazon fetal se observa congestion vascular, caracterizada con un
aumento en la expresion de enzimas que sintetizan éxido nitrico (eNOS, iINOS), elevados
niveles de estrés oxidativo e incrementada expresion del factor inducido por hipoxia (HIF-
1a). En este modelo experimental de RCIU no existe informacion respecto de las vias de
transduccion de sefales que regulan la expresion de genes cardioprotectores (PISK/AKT,
ERK 1 / 2), como tampoco de los genes blancos de HIF-1a (VEGF, GLUT-1).
Adicionalmente, es necesario conocer los niveles de expresion de los factores
cardioprotectores (HSP70, TLR-4, IL-1B) asociados a la respuesta cardiaca fetal durante

la restriccion del crecimiento.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La induccion de los factores cardioprotectores lograra compensar el dafio cardiaco

observado en los corazones fetales sometidos a RCIU a expensas de estrés oxidativo y

al aumento de expresion de la enzima iINOS?
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HIPOTESIS

El aumento de la expresion de la Oxido Nitrico Sintasa inducible y el estrés oxidativo en

el retardo de crecimiento intrauterino aumenta el riesgo de dafo cardiaco fetal

compensado por el aumento de la expresién de elementos asociados a cardioproteccion.
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OBJETIVO GENERAL

Describir los cambios entre la expresion de Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS),
el estrés oxidativo, HIF-1a y los elementos cardioprotectores (PI3Kp110a/ AKT, ERK 1/2,

TLR-4, IL-1b, HSP70) en el corazén fetal usando un modelo de RCIU en conejas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estandarizar ensayos de estrés oxidativo cardiaco fetal, midiendo los niveles de

GSH/GSSG y TBARS mediante espectrofotometria.

2) Determinar niveles de 3-nitrotirosinaen corazones fetales sometidos a RCIU mediante

Western blot.

3) Conocer si el aumento de la expresion HIF-1 alfa en corazones fetales sometidos a
RCIU se relaciona con un aumento de su actividad, evaluando la expresion de genes

blancos en angiogénesis (VEFG) y metabolismo de glucosa (GLUT-1).

4) Evaluar la expresion de de factores cardioprotectores en corazones fetales sometidos

a RCIU. Para ello mediremos via qPCR y/o western blot la expresion de i) AKT i)

PI3Kp110a iii) ERK yiv) TLR-4 v) IL-1B vii) HSP 70.
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MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas

e El Comité de Etica de la Universidad de los Andes aprob6 el proyecto de
investigacion en el contexto del estudio afio 2016 (16) de nuestro equipo de trabajo
" Nitric oxide synthase and changes in oxidative stress levels in embryonic kidney
observed in a rabbit model of intrauterine growth restriction”. Nosotros trabajamos
con las muestras procesadas en este proyecto.

e El bienestar animal fue supervisado por un médico veterinario en conformidad con

los Lineamientos de la Universidad de los Andes.

Modelo Animal

Para el modelo de restriccion de la circulacion uteroplacentaria se utilizaron conejos New
Zealand. Las hembras fueron mantenidas en jaulas separadas y expuestas por un
periodo de 8 hrs con el macho reproductor. Los animales fueron sometidos a ciclos de
luz/oscuridad de 12/12h, con acceso a agua y comida estandar (dieta de conejo de
laboratorio5321; Lab Supply, TX, EE. UU.). Las hembras prefiadas fueron sometidas a
cirugia a los 25 dias de gestacion. Antes de la cirugia, se administrd 0,9 mg / kg de
progesterona por via intramuscular para inducir la tocolisis. Se coloco un catéter venoso
periférico y se administro la profilaxis antibiotica (Penicillin G 300.000 Ul). Se administré
ketamina y xilazina (35 y 5 mg / kg, respectivamente) intramuscularmente para induccion
anestésica y se mantuvieron con una mezcla inhalada de isoflurano al 1-5% y oxigeno
de 1-1,5 L / min. Se realizé una laparotomia de la linea media abdominal, se expuso la

placenta y se seleccion6 uno de los cuernos para realizar la ligadura del 40 al 50% de los
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vasos uteroplacentarios de cada feto (Anexos: Figura 1SA). El cuerno contralateral se
utilizoé para generar los fetos controles. Las ligaduras se realizaron con suturas de seda
(4/0). Después del procedimiento, el abdomen se cerr6 en dos capas con una unica
sutura de seda (3/0). Los animales se mantuvieron bajo una manta de calentamiento
hasta que estuvieron despiertos y activos, y recibieron meloxicam intramuscular 0,4
mg/kg/24h durante 48 h, como analgesia postoperatoria. Los animales fueron alojados, y
un control de bienestar se hizo cada dia. Después de 5 dias de la cirugia se obtuvieron
los fetos vivos por cesarea. Los fetos fueron medidos, pesados y eutanizados por
decapacitacion. Se extrajeron los corazones, fueron pesados y almacenados a -80°C.
Universo

- Se trabajé con 6 muestras controles y 4 muestras de RCIU de corazones fetales

para los experimentos con estrés oxidativo mediante espectrofotometria.

Se trabaj6é con 7 muestras controles y 7 muestras con RCIU de corazones fetales para el

estudio de expresion génica por Western blot y gRT-PCR.

METODOLOGIA DE ENSAYOS DE ESTRES OXIDATIVO

Preparacion de muestras
Los corazones de gazapos que estaban almacenados a -80°C, fueron lavados con PBS
1X estéril (3 veces). Para la homogenezacion se agregaron 2 mL de NaCL 0,9% y se

homogeneiz6 con Politron en hielo a tiempos cortos de 3 segundos seguido de
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centrifugacion a 20.000 g durante 1 hora. Por cada corazon se obtuvieron 2 ml de
homogeneizado los que fueron alicuotados en:

-500 uL para GSH reducido (Alquilacién con vinil-piridina)

- 500 uL para GSH total

-1mL para TBARS

Determinacion de glutatién total

La determinacion de contenido de glutation total en homogeneizado de corazén fue
llevado a cabo mediante un procedimiento de reciclaje enzimatico en la que se oxida
secuencialmente por 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) y es reducido por
glutation reductasa (GR) en presencia de NADPH. El ensayo detecta el glutation (GSH),
glutation disulfuro (GSSG) y posiblemente el glutation en unién disulfuro con otra tioles
solubles (78).

El protocolo consistié en mezclar un volumen adecuado de homogeneizado de corazén
con buffer fosfato salino (100 Mm pH 6,5, 200 uL de DTNB), agregar glutation reductasa
y su cofactor NADPH 20Mm. La cinética de la reaccion se determinara a la longitud de

ondaigual a 412 nm.

Determinacion de GSSG

El glutation disulfuro se determiné selectivamente por el enmascaramiento del glutation
con 2-vinilpiridina. Se utiliza 2-vinilpiridina ya que no inhibe significativamente la glutation
reductasa (79). El protocolo para la medicion de GSH alquilado siguié los mismos pasos

descritos para la determinacién de glutation total.
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Determinacion de GSH
La concentracion de GSH se calcul6 matematicamente por la diferencia entre la

concentracion de glutation total y la de GSSG.

GSH reducido = Pool GSH total — GSH oxidado

Determinacion de la razén GSH/GSSG
La razén GSH/GSSG se determind matematicamente utilizando las concentraciones de

GSH y GSSG obtenidas.

Determinacion de TBARS

Para la determinacion se mezclé 1 mL de homogeneizado de corazon con buffer fosfato
salino 100 Mm pH 6,5 y se afadio a la mezcla acido tricloroacético (TCA) 0,24 M. La
solucioén se incubd durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente, se afadio la mezcla 1 mL
de acido tiobarbittrico 35 mM, mas 500 pL de NaOH 1N y se incub6 durante 30 minutos
a 50°C. La absorbancia de las muestras fue medida a 532 nm usando como blanco buffer

fosfato (80).
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METODOLOGIA DE INMUNOENSAYO (WESTERN BLOT)

Preparacién de muestras

Las muestras de tejido cardiaco fueron lavadas en buffer fosfato salino (PBS)1x frio y
posteriormente lisadas en un volumen 5 veces superior al peso del tejido en Buffer de
Lisis pH 7,4 [4mM HEPES, 320 mM Sacarosa, 5 mM EDTA, Protease inhibitor cocktail
(complete, EDTA-free, Roche :1 pastilla/10mL)] La homogeneizacién se logré con ayuda
de un politron Ultraturrex a 1 rpm por tiempos cortos de 3 segundos (8 pasadas), seguido
de una centrifugacion a 2000xg por 10 min en hielo. Se guardé el sobrenadante (S1) y
al pellet se le agrego Buffer de lisis para recuperar proteinas de membrana. El pellet se
homogeneiz6 con Politron seguido de centrifugacién (bajo las mismas condiciones
anteriormente descritas) y se obtuve un nuevo sobrenadante (S2). Se juntaron los
sobrendantes S1+S2 en un tubo y se sonicaron en hielo durante 30 min. Posteriormente,
las proteinas fueron cuantificadas por método de acido bicinconinico (BCA) a 562 nm en
espectrofotometro UV/visible TECAN. La base de éste método es la capacidad de
monitorizar el iGn cuproso producido en una reaccion entre las proteinas con Cu2+ en
medio alcalino (reaccion de Biuret). Para la cuantificacion de proteinas construimos una
curva de calibracion con albumina como estandar y preparamos nuestras muestras por

triplicado.

Cultivo celular para generar control positivo
Las células fibroblastos embrionarios de raton (MEF) (Figura 4S, Anexo) fueron

cultivadas en medio de cultivo DMEM (With High glucose, wtih L-glutamine), 10% suero
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bovino fetal, 1% Antibiotic-Antimycotic (100x, Thermo Fisher Scientific) en un ambiente
de 5% COg; 37°C hasta alcanzar 90% de confluencia. Se utiliz6 como condicién de
hipoxia 1% de O2 por desplazamiento de gases utilizando gas mezcla 95% N2 y 5% CO2
(Indura). Las células MEF fueron incubadas durante 16 horas en camara de hipoxia y

luego fueron cosechadas para generar extractos de proteinas totales.

Protocolo Western blot

El protocolo de Western blot se realiz6 de acuerdo con las condiciones estandar. Una
determinada cantidad de proteinas (de acuerdo a estandarizacion realizada para cada
anticuerpo) fue cargada en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) a 120 V durante 1 hora aproximadamente. Un gel fue tefiido con Azul de
Coomassie tipo Bio-Safe (Bio-Rad Laboratories) para evaluacion de la integridad de
proteinas y el otro gel continué con transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa. La transferencia semiseca de proteinas (sistema Transblot SD semi-dry
Transfer cell, BIORAD) fue realizada a 300 mA durante 25 min. Luego, las membranas
durante 1 hora a temperatura ambiente, fueron bloqueadas con OdysseyBlocking Buffer
para evitar la unién no especifica del anticuerpo. Posterior a ello, las membranas se
incubaron toda la noche a 4°c con respectivo anticuerpo: mAb anti-AKT de ratén, mAb
anti-HSP70 de raton, mAb anti-ERK de raton, mAb anti-TLR4 de raton, mAb anti-GLUT-
1 de raton, mAb anti-VEGF de raton. Luego de 3 lavados con Tween-20 al 0,1% en
PBS1X, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse 800
(LICOR)(dilucion 1: 15000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los analisis de blots

se realizaron por imagenologia infrarroja Odyssey CLx (LICOR). La normalizacion de
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todos los Western blot se realiz6 por proteinas totales mediante Tincion de Azul de
Coomassie. El analisis densitométrico de los niveles de expresion de todas las proteinas

evaluadas por Western blot se realizo ultilizando Software Image Studio Version 4.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo | Marcay Peso Dilucion | Dilucion | Control +
codigo molecular | Ac. 1rio | Ac. 2rio
esperado
(uniprot)
AKT (pan) R&D 63 Kd 1/2000 1/15000 células MEF
RD.MAB2055 expuestas a
* 16 hrs hipoxia
ERK 1/2 Santa Cruz 43 Kd 1:500 1/15000 células MEF
Sc-135900 expuestas a
16 hrs hipoxia
PI3Kp110a | Santa Cruz 110 Kd 1:100- 1/15000 células MEF
Sc-293172 1:1000 expuestas a 1
hr hipoxia
VEGF Sigma- 39 Kd C=25 1/15000 Células
Aldrich ug/mL HUVEC
SAB1402390
GLUT1 R&D 60-70 Kd 1:250 1/15000 Lisado de
RD.MAB1418 eritrocitos
TLR4 Santa Cruz 95-120Kd 1:500 1/15000 células MEF
Sc-293072 expuestas a
16 hrs hipoxia
HSP70 Abcam 70-78 Kd 1:1000 1/15000 Células
Ab2787 HUVEC
3-NT (Millipore, Inespecifico 1:500 1/15000 células MEF
AB5411) expuestas a
16 hrs hipoxia
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METODOLOGIA DE PCR EN TIEMPO REAL (qPCR)

Para cuantificar la expresion de IL-1beta, el ARN total se aislé usando RNeasy, mini Kit
(Qiagen). La concentracion de ARN se determin6 mediante espectrofotometria
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific) y la integridad del ARN se evalué mediante
electroforesis en gel. EI ADNc se preparé a partir de ARN total (0,5 \ mug) usando un
sistema de transcripcion inversa (Improm Il Reverse Transcriptase System, Promega). 70
ng de cDNA fueron mezclados como se indica en tabla 3. El Real-Time PCR se realizé
en un termociclador Corbett (Qiagen 6000 Real Time PCR system).El sistema de
deteccion registra el nimero de ciclos de PCR (Ct) requeridos para producir una cantidad
de producto igual a un valor de umbral, que es una constante. A partir de los valores de
Ct, se calculara la abundancia de mRNA utilizando el gen 18S como normalizador (gen
constitutivo) y la ecuacion de ACt. El analisis de ACT del gen IL-13 se realizd con el

software Rotor Gene 6000.

Analisis estadistico
Los resultados se presentan como la media aritmética de cada poblacion + DE. La
significancia (p< 0,05) de las diferencias en cada parametro obtenido fueron evaluadas

mediante ANOVA para poblaciones no parameétricas, con test post-hoc de Kruskal-Wallis.
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Tabla 2. Primers

Gen de interés Forward Primer Reverse Primer Tm
IL-18 5 GGATGA CGC CCT 5 CTT TCA GCT CAT | 59,1°C
GAG AACTTA S ACG TGC CAT &
18S 5 GCC GCT AGAGGT | 5 ATC GCC AGT CGG | 59,1°C
(constitutivo) GAAATTCTTGGA Z CAT CGT TTATSZ

Tabla 3. Protocolo de Power SYBR Green PCR Master Mix

Reactivos Volumen (uL)
PCR Master mix 25
Forward Primer 5 uM 2,5
Reverse Primer 5 uM 2,5
Template 70 ng de cDNA 0,5
Deionized Water 19,5
Total Volume 50
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Protocolo g-PCR

Se realizdé un protocolo convencional para q-PCR, teniendo en consideracion ajustar las
temperaturas de alineamiento de acuerdo a Tm de los cebadores.

El primer paso fue la INICIACION para activar por medio de shock térmico la ADN
polimerasa AmpliTaq Gold, que se realiz6 a 95°C durante 10 min.

El segundo paso fue la DESNATURALIZACION de la doble hebra que se realiz6 a 95°C
durante 15 segundos. Finalmente, los primers se unieron a la secuencia complementario
en el DNA molde en el paso ALINEAMIENTO/EXTENSION, etapa que se realiz6 a la
temperatura de 59,1°C (tanto para IL-1B y 18S, ya que presentaron Tm idénticas) durante
1 min.

Para la obtencidn de producto final se realizaron 40 ciclos, y el volumen final de muestra

fue de 50 uL.

40



RESULTADOS

1) Evaluacion de los niveles de estrés oxidativo en el corazén fetal
sometido a RCIU.

En nuestro modelo de conejos de retardo de crecimiento intrauterino (RCIU),
mediante la restriccién de circulacion uteroplacentaria, hemos publicado los datos de
tamafio fetal y tamafio del corazén (16) de las muestras que analizamos en la presente
Tesis. Los datos establecen que los fetos con RCIU poseen menor tamafio de placenta
y menor tamafo corporal al nacer (Anexos: Figura 1SB y 1SC). Adicionalmente, el peso
corporal (Anexos: Tabla 1) y el peso del corazén (16) fueron menores en los fetos con
RCIU que los controles. Sin embargo, la razén peso corazon /peso corporal es similar

entre ambos grupos (16).

Los marcadores de estrés oxidativo en corazones de gazapos se resumieron en las
mediciones del pool de glutation total, glutation reducido (GSH), glutation oxidado
(GSSG), la razdn entre la forma reducida y oxidada de glutation GSH/GSSG, asi como
también del potencial reducido de GSH-GSSG. Los analisis indicaron que no existen
diferencias significativas entre grupo control y grupo con restriccion de crecimiento
intrauterino en ninguno de los marcadores estudiados (Figuras de 1-5). Muy
interesantemente, los niveles de peroxidacion lipidica fueron significativamente mayores
en los corazones de fetos sometidos a retardo de crecimiento intrauterino comparados

con los controles (aproximadamente 10 veces; *, p <0,0001) (Figura 6).
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Figura 1. Concentracion de Glutation total (uM) en
corazon de fetos controles y con retardo de crecimiento

intrauterino (RCIU).
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Figura 2.Concentracion de Glutation reducido (uM) en
corazon de fetos controles y con retardo de crecimiento

intrauterino (RCIU).
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Figura 3. Concentracion de Glutation oxidado
(uM) en corazon de fetos controles y con
retardo de crecimiento intrauterino (RCIU).
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Figura 4. Grafico relacion GSH/GSSG en corazon
de fetos controles y con retardo de crecimiento
intrauterino (RCIU).
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Figura 6. Gréafico concentracion de TBARS en
corazon de fetos controles y con retardo de
crecimiento intrauterino (RCIU), (*,p <0,0001).
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2. Determinacion de niveles de nitrosilacion de proteinas mediante la evaluacién

de 3-nitrotirosina en corazones de gazapos controles y sometidos a RCIU.

La determinacién de proteinas nitrosiladas se realizd por técnicas de Western blot
utilizando el anticuerpo que reconoce la forma nitrosilada de los residuos de aminoacido

de tirosina (a-nitrotirosina, 3-NT) como se muestra en la figura 7.

Formacion de 3-Nitrotirosina

RCIU

iNOS Estrés Oxidativo

I“() r—-()i'/

NO;

COCH
e
OH O NH,
HO

Ho N, @
o

Figura 7. Representacion esquematica de la nitrosilacion de residuos de tirosina de

Anti 3-NT anticuerpo

proteinas. Oxido nitrico (NO), forma inducible de oxido nitrico sintasa (iNOS),

especie reactiva de oxigeno (O, ion Nitrato (NO3).

El andlisis de los niveles de 3-NT se realiz6 en las mismas muestras anteriormente
utilizadas (16). Los analisis densitrométricos de éste biomarcadores establecen que los

corazones de fetos con RCIU poseen un mayor nivel de proteinas nitrosiladas respecto
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del grupo control (Control: 97,11 + 16,17 (n= 7); RCIU: 204,06 + 61,67 (n= 5);*p< 0,05)

(Figuras 8).
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Figura 8. Expresion de proteinas 3-NT en corazones de fetos RCIU y controles.
Anticuerpo 3-NT evaluado en corazones controles (C1-C7; 97,11 £ 16,17, n=7) y
con RCIU (R1-R7; 204,06 £ 61,67; n=5). *, p< 0,05. Se cargaron 50 ug de proteinas
totales por pocillo y se utilizd como control positivo células MEF expuestas a 16

horas de hipoxia (Anexos: Figura 4S).
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3. Evaluacién de genes blancos de HIF-1a involucrados en angiogénesis

(VEFG) y metabolismo (GLUT-1) mediante Western blot.

Nuestro grupo de estudio previamente establecié que el RCIU produce un aumento
de la expresion de mRNA y proteina del factor de transcripcion HIF-1a en corazones
fetales (24). Razon por la cual se decidio evaluar los niveles de dos genes blancos de
HIF-1alpha (VGEF y Glut-1).En primera instancia, se evalué la integridad de proteinas de
la muestras por medio de geles de intregridad (electroforesis en SDS-PAGE vy tincion con
azul de Coomassie). Los resultados de gel de 14 muestras revelaron bandas bien
definidas que indican buena integridad de proteinas desde 75 kDa hacia abajo (Figura 9).
Sin embargo, sobre 75kDa se observa una condicion que no permite establecer la
integridad de proteinas. Se considerara esta situacion en los Western blot que se
analicen. Nuestro segundo control, antes de realizar analisis mediante Western blot, fue
la evaluacién de la prueba de secundario, que se llevé a cabo con: 2 muestras controles
y 2 muestras RCIU. El anticuerpo secundario Donkey Ab mouse 800no mostré sefal

alguna, por tanto, no genero inespecificidad para nuestros ensayos (figura 10).
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Figura 10. Prueba de anticuerpo secundario Donkey Ab mouse 800 (LICOR)

Cada carril fue cargado con 50 ug de proteinas. (n=4, Controles: 2 RCIU: 2)



Las estandarizaciones de los Western blot de VEGF, utilizando el anticuerpo anti-VEGF
(SAB1402390) produjo un patrén altamente inespecifico, razén por lo cual no se pudo
obtener informacion con este anticuerpo (Anexos: Figura 2S).

La estandarizacién del Western blot de GLUT-1 establece que el anticuerpo
produce una adecuada sefial para este anticuerpo (Anexos: Figura 3S). Sin embargo, el
andlisis por Western blot de GLUT-1 de las muestras analizadas no permitié una sefal
adecuada para evaluar el efecto del modelo de RCIU sobre la expresion de GLUT-1 a

nivel del corazon fetal (Figura 11).

KDa
100

5

Figura 11. Anticuerpo anti-GLUT evaluado en 7 muestras controles (C1-C7) y
7 muestras RCIU (R1-R7) mediante Western blot. Se cargaron 100 ug de

proteinas totales de lisados de corazén por pocillo.
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4) Evaluacién de la expresion de elementos asociados a cardioproteccién en
corazones fetales sometidos a RCIU (PI3Kp110a, AKT , ERK , HSP70) e

inflamacién (TLR-4 e IL-1beta)

Las vias de transduccion de sefiales involucradas en cardioproteccién son asociadas las
vias de las PI3-K, ERK y HSP70. La via de sefializacion fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K)
/ Akt, ha sido identificada como clave en la supervivencia/proliferacion de células
progenitoras (67).

Los niveles de AKT en corazén fetal no experimenté cambios asociados a retardo de

crecimiento intrauterino (control: 33,88 = 6,21 (n=7); RCIU: 29,88 £ 5,75 (n=7)) (Figura

12).

Western blot de anticuerpo anti-AKT evaluado en 7 muestras controles (C1-C7) y 7
muestras RCIU (R1-R7) mediante Western blot. Se cargaron 50 ug por pocillo. Control

positivo: células MEF expuestas a 16 horas de hipoxia.
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Figura 12. Expresion de proteinas AKT en corazones fetales de controles

y RCIU. (Control: 33,88 + 6,21 (n= 7); RCIU: 29,88 + 5,75 (n= 7)).

Con respecto a la estandarizacion de anticuerpo anti-PI3Kp110aq, se realizaron diversas
pruebas y cambios en las condiciones de Western blot. Sin embargo, no obtuvimos
resultados satisfactorios para éste anticuerpo aun cuando se evaluo cargando 150 ug de

proteinas por pocillo (Figura 13).
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Figura 13. Determinacién de los niveles de PI3Kp110a en corazones fetales de
controles y RCIU. Se estudio la expresion de PI3Kp110a en un grupo control (C1y C3)
y con RCIU (R1 y R4) mediante Western Blot. A se muestra estandarizacion con 50 y 100
ug de proteinas. B se cargo 150 ug de proteinas por pocillo. Control positivo: células MEF

expuestas a 16 horas de hipoxia.

Otra importante via de sefalizacion involucrada en procesos de cardioproteccion
es la via de ERK. Nosotros evaluamos la expresion proteica de ERK 1/ 2. Nuestro
anticuerpo detecto las dos isoformas a las alturas 44 kDa (Erk 1) y 42 kDa (Erk 2) tanto
en corazones restrictos como en controles. No se hallaron diferencias significativas en la
expresion de estas proteinas en corazones fetales con RCIU (51,44 £ 10,19; n=6) y

controles (47,06 = 9,33; n=6) (Figura 14).
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Figura 14. Los niveles de ERK 1 /2 no se modifican en los corazones fetales de RCIU.

Se evaluaron 6 muestras controles (C1-C6) y 6 muestras RCIU (R1-R6) mediante

Western blot. (Control: 47,06 + 9,33 (n=6); RCIU: 51,44 + 10,19 (n= 6)). Se cargaron 50

ug por pocillo. Control positivo: células MEF expuestas a 16 horas de hipoxia.

En la evaluacion de anti-HSP70 observamos una tendencia al alza (Figura 15), aunque

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Control: 86,90 + 55,5 (n=6);

RCIU: 113,62 + 108,2 (n=6)).
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Anticuerpo anti HS70. Los niveles de expresion de la proteina HSP70 no cambian en el
corazon fetal de RCIU. Se evalué en 7 muestras controles (C1-C7) y 7 muestras RCIU
(R1-R7) mediante Western blot. Se cargaron 50 ug por pocillo. Control positivo: células

Huvec.

150+

100- .

50+

HSP70 / Total Protein

T
CONTROL RCIU

Figura 15. Expresion de proteinas HSP 70 en corazones RCIU y controles.

(Control: 86,90 + 55,5 (n=6); RCIU:113,62 + 108,2 (n=6)).
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Finalmente, evaluamos marcadores de inflamacién tales como TLR-4 y la citoquina
proinflamatorio IL-1b. No observamos cambios en la expresion de proteinas asociadas a
TLR4 (control 32,38 £ 7,70 (n=7): RCIU 29,64 + 9,51 (n=7)) (Figura 16).

Adicionalmente, no observamos cambios en la expresion mRNA del gen IL-1lbeta
evaluado mediante g-PCR (control: 17,53 £ 0,79 (n=4); RCIU:18,15 + 0,82 (n=4)) (Figura
17 y Tabla 4). La abundancia relativa de mRNA de IL-beta fue igual a 0,65 para ambos

grupos (Figura 18).
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Western blot de TLR4 evaluados en 7 muestras controles (C1-C7) y 7 muestras RCIU
(R1-R7). Se cargaron 50 ug por pocillo. Control positivo: células MEF expuestas a 16

horas de hipoxia.

55



40—
[
.q—) _l_
*é’ 304
o
8 204
(@)
|_
Q
3 10
.|
|_
0 T
CONTROL RCIU

Figura 16. Expresion de proteinas TLR-4 en corazones controles y RCIU. (32,38

7,70 n=7 control, 29,64 + 9,51 n=7 RCIU).
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Figura 17. qRT-PCR de IL-1beta. A mRNA de IL-1b. B mRNA de 18S.
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Tabla 4. Valores CT de gen IL-1betay 18S
A la izquierda se muestra tabla con los valores CT de gen 18S evaluado en 8 muestras
(C1-4 controles, RA-D RCIU). A la derecha se muestra tabla con los valores CT de gen

IL-1b evaluado en 8 muestras (C1-4 controles, RA-D RCIU).

No. Colour Name Type

f . c1 Unknown 30,25 No. Colour Name Type
2 C1  |Unknown|29,50 1 | I |C3 |Unknown|37,14
2 C3 Unki 12,79
controles | |3 | I [C2 |Unknown 29,83 nknown
n=4 | 4 . C2  |Unknown|31,08 Controles 3 . C4  |Unknown|12,05
(duplicado) 5 C3  |Unknown|28 40 n‘=4 J14 | Il [C4 |Unknown|12,28
(duplicado) 5 C5 |Unknown|11,31
6 | ] [C3 |Unknown|2832
6 | ]l |C5 |Unknown|12,11
7 . CA  [Unbmown 3079 7 | @ |ce [unknown[12,06
—(8 | B |C4 |Unknown|29,87 8 | B |C6 |Unknown|1237
9 | I [RA |Unknown|29,03 o [ M [Ra  |unknown|11,86
10 . RA Unknown 28,94 10| [ |RA Unknown 11,88
il 11 . RB Unknown|30.10 1| ] |rRB Unknown | 12,68
RCIU
- 1 . RB Unknown| 30,22 4 i 12 . RB Unknown | 11,48
- - 3 - ™ 05 (duplicado) 13 RC Unknown 12,00
i uplicado
(duplicado) NKNOWN | %, P 14 RC Unknown 11,63
4 RC [Unknown| 31,37 15 RD |Unknown|11.06
15 RD Unknown|29,06 16 | B8 |RD Unknown | 11,07
16 | |l |RD  |Unknown|29,61 Control { 17 [ Bl |negativo|Unknown| 39,62
Control 17| I |negativo| Unknown| 39,06 negativo 18 | B [negativo|Unknown
negativo {18 B | negativo |Unknown
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Determinacion del valor AACT del gen IL-18
En primer lugar se calculd la diferencia entre el promedio del CT de las muestras controles
para el gen de interés y el promedio del CT de las muestras controles para el gen de

referencia.

ACT Control = promedio CT IL-1f - promedio CT 18S

De igual modo se calculé el ACT para la condicién de estudio RCIU

ACT RCIU = promedio CT IL-1f - promedio CT 18S

Posteriormente se calculo el RATIO de acuerdo a la siguiente férmula:

2—AACT

Donde:
AACT = ACT RCIU - ACT Control

Nuestros resultados arrojaron que la expresion de IL-18 en corazones fetales RCIU fue
0,65 veces mas alto que en los corazones controles, por tanto, no se observan cambios

en la expresion de éste gen.
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Figura 18. Expresién de RNAm de IL-lbeta en corazones RCIU y controles.

(Control: 17,53 £ 0,79 (n=4); RCIU: 18,15 + 0,82 (n= 4)).
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DISCUSION

El estrés oxidativo asociado con las complicaciones del embarazo puede ser un factor
contribuyente en las consecuencias postnatales del neonato. De hecho, el rol del estrés
oxidativo en la programacion fetal ha sido considerado en estudios epidemioldgicos,
indicando una asociacion entre los niveles de oxidantes, bajo peso al nacer, diabetes
mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular (82). Nosotros hemos medido parametros
asociados a la fraccion soluble celular (medicion de glutation) y fraccion asociada a
membranas biologicas (TBARS). No hemos encontrado cambios ni en pool de glutation
total (Figura 1), glutation reducido (Figura 2) y oxidado (Figura 3), por consecuencia no
se observaron diferencias en la relacion GSH/GSSG (Figura 4) y su potencial reducido
(Figura 5). Sin embargo, hemos encontrado un aumento evidente y estadisticamente
significativos en los niveles de peroxidacion lipidica en corazones de gazapos con RCIU
comparados con corazones controles (aproximadamente 10 veces; *, p <0,0001) (Figura
6). La evaluacion de especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) es un indicador
de la cantidad de especies electrofilicas generadas a partir de las membranas biologicas
como lo son los productos finales de la lipoperoxidacion de membranas celulares, las que
incluyen al malondialdehido (MDA) (83). El MDA es un aldehido reactivo y es una de las
muchas especies electrofilicas reactivas que causan estrés toxico en las células a través
de la formacion de aductos con proteinas mediante union covalente. Nuestros hallazgos
constituyen la primera notificacién que muestra el dafio asociado a lipoperoxidacion de
membranas biolégicas que experimenta el corazon fetal en un proceso de restriccion de

la circulacion uteroplacentaria.
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Interesantemente, se ha demostrado que indices de lipoperoxidacién estan elevados en
el plasma o suero de mujeres con fetos con RCIU (27).0tros antecedentes revelan que
nifios de 8 a 13 afios de edad, con crecimiento restringido, exhiben mayores niveles de
peroxidacion lipidica en plasma y tienen presiones sanguineas mas altas comparadas
con nifilos de peso normal al nacer (26). Buonocore et al (84) demostraron que los
hidroperoxidos lipidicos totales de la sangre del cordon umbilical aumentan en los recién
nacidos prematuros después de la hipoxia fetal.

Con respecto a los biomarcadores de dafio cardiaco, inflamacién y cardioproteccion
evaluados por Western blot o qPCR, encontramos un aumento de los niveles de proteinas
nitrosiladas en residuos tirosina (3-NT), que es un indicador de la formacion de
peroxinitrito (Figura 8). Estos datos sugieren que el aumento de 3-NT puede ser una
consecuencia del aumento de la expresion de INOS, que hemos previamente descrito en
corazones con RCIU (24), debido a que la sobreexpresion de ésta enzima induce
generacion excesiva de NO con la consecuente formacion de peroxinitrito (56). Un
estudio realizado en corazones fetales de cobaya que fueron sometidos a hipoxia
materna (10,2% de O2) mostré niveles incrementados de 3-NT (85). Mediante estudio
protedmico se ha identificado que las proteinas que sufren nitracion en residuos tirosina
en corazones bajo condicién de estrés oxidativo, incluyen las proteinas responsables de
la produccion de energia y el metabolismo y la integridad estructural de las células (86).
Mediante esta misma técnica otro estudio realizado en placentas de mujeres con
preeclampsia observé un aumento significativo de nitrosilacion en cisteinas (SNO) (87).

Con respecto a nuestros resultados de HSP70, no hemos observado un aumento en el

corazon fetal asociado a RCIU (figura 15). Un estudio sefiala un aumento de expresion
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proteica en plasma (88) y placentas de mujeres con RCIU o preeclampsia (89). También
en ratas prefiadas sometidas a hipoxia, se ha reportado engrosamiento aoértico aumento

en la expresion cardiaca de HSP70 (90).

Por otra parte, evaluamos marcadores de inflamacion a través de la medicién de
la expresién de proteinas: TLR-4 (figura 16) y la citoquina proinflamatoria IL-1beta (figura
18). Nuestros resultados muestran que no hay cambios al comparar corazones restrictos
y controles. Es adecuado sefialar que el peso molecular de la proteina TLR-4 fue 95 kDa,
por tanto, considerando la integridad de proteinas de las muestras analizadas (figura 9),
estas proteinas estarian dentro del rango de baja definicion de bandas. Seria interesante

repetir este resultado con nuevas muestras.

Con respecto a PI3Kp110a, reconocido como un biomarcador de
supervivencia/proliferacion celular, hemos evaluamos distintas cantidades de proteinas y
diluciones de anticuerpo. Sin embargo, no logramos resultados satisfactorios para
interpretar el papel del RCIU sobre pl10alpha (Figura 13). La kinasa PI3K se expresa en
4 isoformas distintas en el sistema cardiovascular que presentan patrones de expresion
particulares y la isoforma PI3Ka se expresa y se enriquece de forma ubicua en los
cardiomicitos (91). Por tanto, seria interesante probar estos ensayos con un nuevo
anticuerpo primario. Nuestros hallazgos de expresion de proteinas totales en las vias de
supervivencia AKT y ERK1/2 en corazones restrictos no reflejan cambios significativos

en la expresion de estas proteinas. Sin embargo, no hemos evaluado su actividad o su
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activacion que se ha descrito por métodos de fosforilacion (p-AKT, p-ERK 1/2), donde
probablemente existan cambios entre ambos grupos de animales.

La evaluacién de anti-GLUT-1 y anti-VEGF, ambos genes blancos de HIF-1a, deberan
ser evaluados con nuevos anticuerpos (nuevos proveedores, nueva estandarizacion)

debido a que con los anticuerpos ensayados no fue posible obtener informacion.

Es importante sefalar, que existe poca investigacion especificamente en corazones
fetales sometidos a restriccion de crecimiento intrauterino, por tanto, nuestros resultados
son novedosos. Comprender la asociacion entre estrés oxidativo, iNOS, HIF-1a y
elementos de cardioproteccion, y cdémo participan en la remodelacion cardiaca en un
modelo de restriccion de crecimiento intrauterino sigue siendo informacion muy
importante para proponer potenciales blancos terapéuticos. Sin embargo, nuestros

hallazgos constituyen un aporte inicial.
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CONCLUSIONES

1) Hemos encontramos un aumento significativo en lipoperoxidacién evaluada por
TBARS (n=5 controles, n=3 RCIU*, p<0,0001). Sin embargo, no hemos encontrado
cambios en las mediciones de glutation en corazones de gazapos RCIU y

controles.

2) Hemos encontrado un aumento en la expresion de proteinas nitrosiladas (3-NT) al
comparar nuestro grupo de estudio con grupo control (Control 97,11 + 16,17 (n=

7); RCIU 204,06 + 61,67 (n=5) *p< 0,05).

3) No observamos cambios significativos a nivel de proteinas en marcadores de
inflamacion (TLR-4/IL-1beta) y cardioproteccion (HSP70). Tampoco hemos
observado cambios significativos a nivel de proteinas en marcadores de

supervivencia y diferenciacion celular (AKT y ERK1/2),

4) Los Western blot de GLUT-1 y VEGF no nos entregaron informacion.

En resumen, durante la restriccion de la circulacién uteroplacentaria al final de la
gestacion, el corazon fetal sufre un aumento del estrés oxidativo caracterizado por un
incremento de la lipoperoxidacion de membranas y proteinas nitrosiladas, sin cambios en
la expresion de factores asociados a cardioproteccion (HSP70, ERK 1/ 2, AKT) o

inflamacion (TLR-4/ 1L-1B).
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PROYECCIONES

. Evaluar marcadores de estrés oxidativo con un nimero de muestras mas amplio.
. Evaluar niveles de proteinas de S-nitrosilacion de HIF-1a en corazones restrictos

y controles.

. Evaluar la activacion de proteinas involucradas en sefiales de supervivencia (p-

AKT, p-ERK 1/2) en el grupo de estudio.

. Desarrollar un estudio de dosis-respuesta de los inhibidores farmacologicos de
HIFlalpha e INOS mediantela medicion de los genes HIF-lalpha-target (VEGF,
HO-1) y la modificacion de la proteina por NO (3- nitrotirosina) en corazones de

control y fetos RCIU.
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ANEXOS

Control IUGR

Control IUGR

Figura 1S. El tamafio corporal fetal y el peso de la placenta fueron reducidos al
restringir la circulacion uteroplacentaria de los fetos. Las flechas indican la cirugia
de ligadura de arteria uteroplacentaria (A). Tamafo de la placenta control v/s
RCIU (B). Tamarfio de neonatos obtenidos por cesarea(C). (Datos de articulo afio

2016 de nuestro equipo (16)).
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Control LR pvalue

Body size 8063080 (|n=34 &222:13|h=23 <(.0001
jmm|

Body 30.14+0.88 n=37 1990+ 1.03(n=23] <0.000]
weight (g
Plocanid 7.39+0.55 [n= 13 6,06+ 0.27 n=14] 0.0319
waight |g]

Tabla 1. Peso de la placenta y parametros del cuerpo fetal (peso y tamafio) en grupos

controles y grupos RCIU). (Datos de articulo afio 2016 de nuestro equipo (16)).

1 C2 3 c4 R-A R-B R-C ST C+

50ug 50ug 50ug 50ug 50ug 50ug 50ug 12ug

Figura 2S. Anticuerpo anti-VEGF evaluado en muestras de prueba (C1-4: control, RA-C:
RCIU) mediante Western blot. Se muestra estandarizaciéon con 50 ug de proteinas.

Control positivo: fraccién insoluble de trofoblastos.
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ST c1 R-A c1 RA | CH+1) | C+2)

S0ug S50ug 100 ug 100 ug 150 ug 150 ug

5 . 'uh..‘

50 h . - “

Figura 3S. Anticuerpo anti-GLUT 1 evaluado en muestras de prueba (C1: control,

RA: RCIU) mediante Western blot. Se muestra estandarizacion con 50 y 100 ug

de proteinas. Control positivo 1: proteinas de membrana de células THP-

1(células monociticas humanas) expuestas a LPS. 2. extracto proteinas de

eritrocitos lisados.

Figura 4S. Células embrionarias de ratén (MEF). Observacion 10X en 60 %

de confluencia. Imagen obtenida de microscopio Evos.
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