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RESUMEN

La diabesidad gestacional (DG) es una enfermedad producida por la
convergencia de patologias ampliamente conocidas como la diabetes mellitus
gestacional (DMG) y obesidad materna. Por lo tanto, se considera un factor de
riesgo aun mas relevante para la generacion de enfermedades cardiovasculares

(ECV).

Los indices de obesidad materna en chile se han visto aumentados en un
12.34% entre el afo 2008-2017, lo cual lleva a ser un factor de riesgo
predeterminante para generar diabetes mellitus gestacional (DMG),
desencadenando en diabesidad gestacional (DG). Esta patologia cursa con un
proceso fisiopatoldgico de disfuncion endotelial, en donde se ve afectado el
equilibrio de los procesos de vasoconstriccion y vasodilatacion. En la mantencion
de este equilibrio estan involucrados los canales de potasio activados por calcio
de alta conductancia (BK), ya que su funcién principal esta relacionada con la
regulacion del mecanismo de hiperpolarizacion derivada de endotelio (EDH),

fundamental para la vasodilatacion.



En la actual investigacion, se estudiaron células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVECs) obtenidas desde embarazos sanos o
diagnosticados con diabesidad gestacional. Se evalud la expresion de RNA y
proteinas de las subunidades a y f1 de BKCa mediante técnicas de RT-PCR e
Inmunofluorescencia, respectivamente. Ademas, se analizé la funcién de canales
BKCa al evaluar el efecto de la inhibicion de canales de potasio activados por
calcio sobre el potencial de membrana, determinado mediante la sonda
DIBAC4(3). También se determind el efecto de concentraciones crecientes de
insulina (0,1-100 nM) sobre este pardmetro. Los resultados muestran un aumento
en la expresion de subunidades o y B1, junto con un estado de hiperpolarizacion
basal en HUVECs DG. Mientras que en células normales se produce una
respuesta hiperpolarizante con insulina, este efecto se pierde en células DG. En
conclusion, se propone que en diabesidad gestacional existe un estado de
hiperpolarizacion compensatorio y un aumento en la expresién de los canales

BKCa en HUVECs.



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades Cardiovasculares y Diabesidad Gestacional (DG)

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) corresponden a la principal
causa de muerte a nivel mundial, en donde se estima que alrededor de un 31%
de la poblacion (17,9 millones de personas) fallece a causa de esta problemética
en salud (World Health Organization, 2017). En chile, las ECVs son la segunda
causa de muerte, abarcando alrededor de un 27,1% del total de defunciones
anuales. Ademas, segun datos de la ultima encuesta nacional de salud 2016-
2017 (ENS 2016-2017), los factores de riesgo asociados a las ECVs presentan
una alta prevalencia en la poblacion chilena, relacionados con probleméticas de
desigualdad social debido a los distintos estilos de vida de las personas
asociados a ingresos econdémicos que impactan en la dieta diaria de la poblacion.
Las personas en mayor vulnerabilidad econémica tienen mayor probabilidad de
adquirir algun factor de riesgo que pueda desencadenar en una enfermedad

cardiovascular.



En las ECVs existen distintos factores de riesgo que acentian la progresion
de la enfermedad, asi como el tabaco, obesidad, sedentarismo, colesterol (HDL
y LDL) elevado, diabetes mellitus, entre otras (National Health Service, 2017). De
esta manera, para pacientes de sexo femenino en etapas de gestacion, se ha
observado una tendencia a presentar diabetes mellitus gestacional (DMG) y
obesidad materna que en su conjunto se definen como Diabesidad Gestacional
(Fig.1), concepto patologico que fue denominado por Paul Zimmet et al. el afio

2001.

La Diabesidad Gestacional (DG) plantea la relacion o interconexion que
podrian tener la DMG y obesidad en la gestacién, esto podria llevar a un aumento
en el riesgo cardiovascular (Despaigne, O.L.P., 2012) y, en consecuencia,
aumentar el riesgo fetal de padecer enfermedades futuras. La DMG se describe
como una enfermedad crénica no transmisible de alta prevalencia a nivel
mundial, en donde se destaca que un 16% de los nacimientos poseen una forma
de hiperglicemia durante el embarazo, y un 84% de ello se debe a DMG
(International Diabetes Federation, 2020). A nivel nacional, segun datos de la
ENS del afio 2003, se estim0 una prevalencia de un 1,2% de DMG en pacientes
con rango de edad entre 25-44 afios, mientras que la Guia Perinatal (MINSAL,
2015) indicé que el 5,1% del total de mujeres que ingresaron a control prenantal

el 2012 tenia diabetes.
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Figura 1. Diabesidad. Relacion entre obesidad y DMG (Basado en Pardo F.,

et al., 2019)



Ademas, el aumento de la prevalencia de obesidad con la edad, junto con una
fecundidad mas tardia, permiten pronosticar que la diabetes en el embarazo

seguird aumentando en los proximos afos (Guia Perinatal, 2015).

La DMG se define como "cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se
manifiesta o detecta durante el embarazo” (Ministerio de Salud, 2014; World
Health Organization, 2006). Este tipo de diabetes se podria deber a que durante
el proceso de gestacidn se genera un aumento de la resistencia a la insulina
materna, para inducir niveles de glucosa sanguinea materna que se mantienen
elevados, lo que lleva a producir un aumento de la glucosa en el feto generando
un aumento de tamafio o macrosomia (Ghassibe-Sabbagh, M., et al., 2019). Por
otro lado, la DMG aumenta el riesgo de generar otras complicaciones como
preeclampsia, hipoglicemia en el feto al momento de nacer, mayor riesgo de
padecer Diabetes Mellitus Tipo 2 en edad posterior, parto prematuro, entre otros
(Li Y., Ren X., 2020). De igual manera, y no menos importante, se ha observado
gue al padecer obesidad materna se produce una mayor probabilidad de
desarrollar DMG (Simmons D., 2011) y asi generar un aumento en el riesgo

cardiovascular asociado a estas dos limitantes vitales.

Al dia de hoy, se sabe que la DMG y la obesidad materna son capaces de
generar alteraciones fisiologicas que afectan tanto a la madre como al feto, de
esta manera, la DG se ha asociado fuertemente a la generacion de dafio

endotelial, llevando a una disfuncion endotelial (Leiva A., et al., 2011).



1.2 Endotelio y Funcidn Vascular

El endotelio corresponde a una monocapa de células endoteliales que da
lugar a la superficie interna en arterias, venas y capilares (Carvajal Carvajal C.,
2017). Actualmente, se sabe que corresponde a un sistema complejo que permite
mantener un equilibrio en la fisiologia vascular, pero, por otro lado,
corresponderia a uno de los sistemas que se veria alterado en su funcion por el
desarrollo de enfermedades como la diabetes mellitus u otras (Gauster. M., et al.,
2012). Una de las caracteristicas mas relevantes del endotelio corresponde a su
capacidad de regular el tono vascular (Fig.2), el cual se ve accionado por
estimulos como el estrés por presion o flujo, hormonas, entre otros (Gonzalez.

M.& Rivas. J. C., 2020).

En el afio 1987 se originaron los primeros reportes que evaluaban el rol
primordial del oxido nitrico (NO) en la vasodilatacién muscular (Butler, A. R., &

Williams, D. L. H., 1993). Al dia de hoy el NO es conocido como una molécula de
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Figura 2. Regulacion del tono vascular. La accion de vasoconstrictores y

vasodilatadores permiten mantener un funcionamiento fisiologico del tono

vascular. (Basado en Gonzalez. M.& Rivas. J. C., 2020).



gran relevancia en procesos de vasodilatacion, por otro lado, bajo la misma
perspectiva de la vasodilatacion se ha descrito el mecanismo de
hiperpolarizacién derivada de endotelio (EDH), el que juega un rol importante en

la vasodilatacion (Félétou & Vanhoutte, 2006).

Por otro lado, asi como el endotelio es capaz de generar moléculas
vasodilatadoras, también puede generar moléculas vasoconstrictoras como la
angiotensina 2, especies reactivas del oxigeno y endotelina-1 (Avogaro. A., et al.,
2011). Estas moléculas son capaces de regular procesos como podria ser la
inflamacion, tono vascular, adhesion celular, entre otros, logrando mantener un

equilibrio en el funcionamiento vascular (Deanfield, J. E., et al., 2007).

El NO es una de las moléculas de mayor importancia en varios procesos
vasculares tanto fisiol6gicos como patoldgicos. Una de las hormonas que seria
relevante en la biodisponibilidad del NO es la insulina, esto debido a que la
insulina es capaz de inducir a un aumento en el transporte de L-arginina que
posteriormente, mediante la via de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), es
capaz de generar el aumento de NO (Rojas. S., et al., 2020). Este mecanismo
constituye la vasodilatacion inducido por insulina, cuya funcion se veria alterada

en condiciones patolégicas como en DMG o DG.

Se ha descrito que la vasodilatacion inducida por insulina se relaciona con

el aumento en la liberacion del NO en células endoteliales y, ademas, con la



activacién de canales de potasio activados por calcio (KCa) (Wiecha J., et al.,
1998). La relacion entre NO y KCa se puede establecer porque tanto la actividad
de la eNOs como KCa dependen de las concentraciones de Ca?* endotelial. En
la circulacion fetoplacentaria se ha descrito la participacion de eNOS como de

KCa para la regulacion fisioldgica del tono vascular (Lorigo M., et al., 2020).

La funcion principal de KCa es promover el paso de iones K* del medio
intracelular al medio extracelular, por lo tanto, participar en el proceso de
hiperpolarizacion. Considerando lo anterior, se ha descrito que el efecto
provocado por la insulina en condiciones fisiolégicas estaria relacionado por una
co-accion de un tipo de canal KCa relevante para la produccién de NO (Rojas.

S., et al., 2020), lo cual se podria ver alterado en diabesidad gestacional.

1.3 Canales de potasio activados por Calcio (KCa)

El potencial de membrana corresponde a un gradiente idnico entre el medio
intracelular y extracelular, sin embargo, en procesos de hiperpolarizacion se
genera un eflujo de iones de K* que disminuyen las cargas positivas en el medio
intracelular. Esto Gltimo ocurre gracias a la participacion de canales de potasio
gue promueven la hiperpolarizacion al generar un potencial mas negativo (Hille
B., et al., 2011), lo cual finalmente desencadena en la vasodilatacién. Moléculas
como el NO, prostaglandina, acido araquidonico u otros son capaces de activar
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el eflujo de iones potasio, mientras que en caso de procesos de vasoconstriccion
donde se ven involucradas moléculas como la angiotensina, tromboxano u otros

permiten la inhibicion de estas corrientes (Aiello E.A., 2016).

Los canales de potasio activados por calcio o KCa corresponden a una familia
de canales de potasio que se pueden encontrar principalmente en el sistema
vascular (Dong. D. L., et al., 2016), aungque también se han descrito en el sistema
neuronal (Kshatri AS., et al., 2018). Esta familia se divide principalmente en 3
tipos de canales, los canales BKCa (Alta conductancia), IKCa (Conductancia
Intermedia) y SKCa (Baja conductancia) (Guéguinou, M., et al., 2014). Cada uno
de ellos presentan caracteristicas estructurales diferenciales, ya que, por
ejemplo, los canales SKCa poseen un sitio constitutivo de union a calmodulina

mientras que los canales BKCa no lo poseen (Tian. C., et al., 2014).

Los canales BKCa, o también denominados canales Slo o MaxiK (Lorigo. M.,
etal., 2020), se encuentran principalmente a nivel vascular y su importancia recae
en que se asocian a procesos de hiperpolarizacién (Neylon. C. B., et al., 1999),
lo que indica que son capaces de regular el potencial de membrana en situacion

de vasodilatacion (Zhu, Y. R, et al., 2018).



Estructuralmente estos canales estan formados por subunidades alfa y
subunidades beta (Fig.3) cuyas caracteristicas funcionales se basan en

conduccién idnica y regulacion, respectivamente (Cox. D. H., 2017).

Se ha descrito que la expresion de estos canales se ve disminuida en células
musculares lisas de placa coriénica placentaria humana con preeclampsia (PE)
(He, M., etal., 2017). Por otro lado, estudios sugieren que ocurre una disminucion
con respecto a la expresion de la subunidad Bl de esto canales en patologias
cardiovasculares derivadas de la diabetes mellitus (Qian L., et al., 2014); ademas,
otro estudio determind que en células musculares lisas humanas de pacientes
con diabetes mellitus tipo 2, habria una disrupcién en la interaccion de las
subunidades a y B del canal BKCa (Nieves M., et al., 2017). Sin embargo, adn no
se conoce como se comportan estas proteinas en la asociacion patoldgica entre

la obesidad y la DMG o DG.

10
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1.4 Diabesidad Gestacional, Disfuncién endotelial y Canales BKCa.

En la fisiopatologia de la DMG y preeclampsia se ha descrito la participacion
de los canales de potasio activados por calcio de alta conductancia (BKCa) (Li
H., etal., 2022; He M., et al., 2018). Especificamente en DMG, se ha descrito que
las corrientes de salida de K* estan disminuidas en células de musculo liso de
arteria umbilical humana, asi como el efecto relajante de una molécula activadora
de BKCa (NS-1619). La expresion tanto de subunidades a. como 3 de BKCa esta
disminuida en arteria umbilical de DMG, lo que se ha asociado con una mayor
tendencia a un estado de despolarizacién. Sin embargo, no se ha estudiado la

expresion de BKCa en vena umbilical, ni en condicion de DG propiamente tal.

En resumen, se ha reportado que la expresion de BKCa estaria disminuida
en vasos umbilicales o de placenta de patologias gestacional como DMG o
preeclampsia, pero no se han realizado estudios especificamente en DG ni en

células endoteliales de pacientes DMG.
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1.5. Hipotesis
En pacientes que cursan con Diabesidad Gestacional (DG) hay una
disminucion de la expresion de los canales de potasio activados por calcio
de alta conductancia (BKCa) y del potencial de membrana de células

endoteliales de vena umbilical.

1.6. Objetivo General
Determinar los niveles de expresién de BKCa y los cambios de
potencial de membrana en células endoteliales de vena umbilical de

pacientes con Diabesidad Gestacional.

1.7. Objetivos Especificos

. Determinar niveles de expresion de canales BKCa en HUVECs de
pacientes con Diabesidad Gestacional.

. Evaluar variaciones en el potencial de membrana en HUVECs de
pacientes con Diabesidad Gestacional.

. Determinar cambios en el potencial de membrana en HUVECs de
pacientes con Diabesidad Gestacional utilizando inhibidores de la

actividad de canales de potasio activados por Ca?* (IbTX; TRAM-34; TEA).
13



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Criterios de clasificacion de pacientes.

A partir del diagnostico; embarazadas se clasificaran como normales (N) o
Diabesidad gestacional (DG). Segun antecedentes de IMC (desde ficha clinica),
se sub- clasificaron en pacientes con obesidad (> 30 kg/m2) y sin obesidad (<
29,9 kg/m2) de acuerdo a peso de primer trimestre (antes de semana gestacional
14). Grupo de pacientes DG contiene pacientes con obesidad materna mas

diabetes mellitus gestacional.

2.2. Tipo de estudio y consideraciones éticas

Se realiz6 un estudio prospectivo de corte transversal, de tipo caso y control.
Se reclutaron pacientes de forma consecutiva no — aleatoria, hasta completar un

minimo de 3 muestras para cada condicion analizada en cada experimento. La
14



investigacion se circunscribid a los principios de declaracién de Helsinki,
realizandose en el marco del proyecto VRID — Multidisciplinario 2020000157MUL,
el cual obtuvo aprobacion del comité de ética cientifica del Servicio de Salud
Concepcién (Codigo CEC SSC: 21-04-24). Las pacientes fueron informadas
sobre el estudio previo a la obtencidon del consentimiento para la obtencion del

corddén umbilical y la placenta posterior al parto.

2.3. Cultivo de células endoteliales de vena umbilical humana

(HUVECS).

Las células endoteliales fueron aisladas desde la vena umbilical de los
cordones obtenidos empleando una modificacién del método descrito por Jaffe et
al. 1973 (Gonzalez et al., 2004). Los cordones fueron canulados y lavados con
PBS 1X estéril (Phospate — Buffered Saline) para remover el exceso de sangre,
luego el lumen venoso fue expuesto a colagenasa (0,25 mg/mL) tipo Il de
Clostridium histolyticum disuelta en medio 199 (M199) y, posteriormente, se dejo
incubando por 15 minutos a 37°C. Tras la incubacion con colagenasa, la
suspension de células fue llevada a un tubo falcon de 15 mL, para luego ser
centrifugada por 10 minutos a 1400 rpm. El precipitado de células que se obtuvo
fue re suspendido en medio de cultivo primario (PCM) que estd compuesto de

medio 199 suplementado con 5 mM de D — glucosa, 10% de suero bovino de

15



recién nacido (NBCS) y 10% de suero bovino fetal (FCS). Finalmente, las células
fueron depositadas en tubos de cultivo T-25, previamente cubiertas con gelatina

estéril al 1%, y cultivadas a 37°C con 5% de CO:2 hasta pasaje 2.

2.4. Inmunofluorescencia.

HUVECs fueron cultivadas en cubreobjetos (10° células/portaobjetos)
(Marienfeld Gmbh & Co. KG, Lauda Konigshofen, Baden — Wirttemberg,
Germany) y la Inmunofluorescencia sera determinada como describe L. Cabrera,
etal., 2016. Las células fueron fijadas en paraformaldehido al 4% (15 min) y luego
lavadas (3x) con HBS (Hanks Buffer Solution). Posteriormente, las células fueron
permeabilizadas con Triton X-100 0.1% (10 min), y luego se realizé el bloqueo
con BSA 1% (1h). Los anticuerpos anti BKCa a y 1 (Anti-KCNMA1 antibody;
Anti-Slop1l KCNMB1 Antibody by Alomone Labs) se prepararon en relacion 1:100
con BSA 5%, por otro lado, la incubacion se realizé por toda la noche. Los
anticuerpos secundarios Anti Rabbit fueron incubados por 1h a temperatura
ambiente. La cuantificacion de fluorescencia se realiz6 a partir de una imagen
con la sumatoria de fluorescencia proveniente de un stack, se selecciond un area

de interés (ROI) y se cuantifico a traveés de ImageJ.
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2.5. Extraccion de RNA total y Reaccién de transcripcion reversa (RT).

El RNA total se aisl6 utilizando un kit de extraccion “Total RNA Mini Kit” por
Geneaid. En la reaccion de transcripcion reversa (RT) se utilizaron alicuotas de
9 uL de RNA total, usando Oligo dT, partidores aleatorios (random primers) y la

enzima M — MuLV (Moloney Murina Leukemia Virus Reverse Transcriptase).

2.6. Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR).

En la reaccién se utilizé 1 uL de cDNA (100 uM), dNTPs, partidores sentido y
anti — sentido (28s y BKCa «) (Tabla 1), Sapphire Master Mix. En todos los
ensayos se realizé un ciclo de incubacién por 1 minuto a 94°C, 35 — 40 ciclos que
incluye un paso de denaturacion por 5 segundos a 95°C, con una temperatura de
hibridacién de 55°C para BKCa alfa y 28s, una temperatura de extension a 72°C
por 40 segundos, y una temperatura de extension final de 72°C por 15 minutos.
Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en solucién tampon de Tris — borato — EDTA, conteniendo 2,0 uL
de Red — Gel. Los productos de amplificacion se observaron por medio de la
exposicion del gel a la luz UV en un transiluminador y la imagen se captur6 con
camara digital. Finalmente, las imagenes fueron analizadas por el software

ImageJ.
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Tabla I: Partidores para RT — PCR

Primers Secuencia Tm (°C) | Ciclos | Tamarios (pb)

28s Forward 5-TTG AAA ATC CGG GGG AGA G-3
55 37 100

28s Reverse 5-ACATTG TTC CAA CAT GCC AG-3’

BKCa a 5-CAG TAT CAC AAC AAG GCC CAT CTG-3’

Forward 55 40 119

BKCa a 5-AAG GAC AGA CCC ACG AAG GCA-3’

Reverse
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2.7. Cambios en el potencial de membrana.

Para el analisis de potencial de membrana se utilizé la sonda fluorescente bis
— (4cido — 1,3 — dibutilbarbiturico) trimetinooxonol (DIBAC4(3); 0,1 umol/L), la cual
es sensible a cambios de potencial y es capaz de entrar a las células
despolarizadas uniéndose a proteinas intracelulares o de membrana.
Las células endoteliales (HUVECS) fueron sembradas en placas de 24 pocillos.
Se empled endotelina-1 10 nM como control de hiperpolarizacion (Chen y
Wagonor, 1991) y KCI 90 mM como control de despolarizacion. Las células fueron
incubadas por 30 minutos con 25 uL de sonda DIBAC4(3) para concentracion final
de 250 nM, luego se realiz6 la incubacién con distintas condiciones: Iberiotoxina
(IbTX; 100 nM), TRAM-34 (0,2 uM), Tetraetilamonio (TEA; 1 mM),
Insulina (0,1 nM; 1 nM; 10 nM; 100 nM), posteriormente, se evalué el cambio de
potencial con respecto al tiempo al evaluar la fluorescencia en el equipo
INCUCYTE por 1h en intervalos de 15min. Es importante destacar que IbTX y
TRAM-34 corresponden a inhibidores de BKCa e IKCa, respectivamente,

mientras que TEA es un inhibidor general de KCa.
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2.8. Andlisis Estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, California). La variacion estadistica fue
estimada usando una distribucion normal y representada por el error estdndar de
la media (SEM). Las diferencias estadisticas seran determinadas usando la
prueba de Mann — Whitney, el nivel de probabilidad (p) menor a 0.05

(p < 0,05) fue considerado como estadisticamente significativo.

19



3. RESULTADOS

3.1. Expresion BKCa en HUVECSs.

En el andlisis de nivel de ARNm de la subunidad o de BKCa (119 pb) para
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS), se observé que hay
un aumento significativo al comparar la expresion de la subunidad o en HUVECs

DG vs HUVECs Normales (N) (Fig.4).

En ensayos de Inmunofluorescencia, se observaron diferencias al comparar
los niveles de expresion de subunidades oy p1 en HUVECs DG versus HUVECs
normales (Fig. 5). Particularmente, se observé un aumento significativo de 2,3
vecesyde 1,7 veces en la expresion de las subunidades a y B1, respectivamente,
en HUVECs DG versus HUVECs normales (Fig.6).
Ademas, al evaluar el comportamiento de las subunidades asociado a su relacion
estequiométrica Bl:a, se observo que hay una tendencia a la disminucion en la

relacion Bl:a en HUVECs DG versus HUVECs normales (Fig.7).
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Figura 4. Nivel de mRNA de BKCa en HUVECs normales y en
diabesidad gestacional. A partir del RNA total se realizd
transcripcion reversa y PCR para BKCa (119 pb) y 28S (100 pb). Se
cuantificaron las bandas desde geles de agarosa mediante programa
ImageJ y se expresd la relacion BKCa/28s por cada muestra
analizada. Valores son promedio + error estandar. *p<0,05 vs normal.

n=14 en normales (N); n=6 en diabesidad gestacional (DG).
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Figura 5. Inmunofluorescencia para subunidades a y Bl de BKCa
en HUVECs normales y diabesidad gestacional. HUVECs fueron
obtenidas mediante digestion con colagenasa y posteriormente
sembradas en vidrios de 60 mm. Se determind la expresion de
subunidad a (a, ¢) y B1 (b, d) en HUVECSs provenientes de embarazos
normales (a, b) y de diabesidad gestacional (c, d). Imadgenes son

representativas (40x) del plano medio del procesamiento confocal.
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Figura 6. Cuantificacion de Inmunofluorescencia BKCa en HUVECs
normales y en diabesidad gestacional. La intensidad de fluorescencia fue
cuantificada mediante programa ImageJ a partir de regiones de interés (ROI). Las
barras representan valores promedio de intensidad de fluorescencia * error

estandar. *p < 0,05 vs normal (N). (n=7)
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Figura 7. Cuantificacion de la relacion Bl y a de BKCa. La intensidad de

fluorescencia de 1 se divide por la intensidad de fluorescencia de o para

obtener la relacion BKCa B1: a. Valores son promedio + error estandar. n=3.
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Por otro lado, al evaluar el comportamiento de las subunidades a y B1 en
HUVECs normales (N) incubadas con insulina (1 nM; 10 nM) (Fig.8, 9), no se
observé un cambio en la expresion de las subunidades (Fig. 10a, 10b). En
cambio, en HUVECs DG incubadas con insulina se observé un aumento de la
expresion de la subunidad o de 1,6 veces (Ins. 1 nM) y de 4,5 veces (Ins. 10 nM)
con respecto a su control (Fig. 10a), sin cambios significativos en subunidad 1

(Fig. 10b).

Finalmente, al evaluar la relacion de expresion Bl:a podemos observar que
no hay ningun cambio al comparar entre HUVECs normales, mientras que en
células DG lainsulina 1 nM y 10 nM disminuye un 50% y 89%, respectivamente,
esta relacion en comparacién con las células normales incubadas con insulina
(Fig. 11). En DG, la incubacion con insulina 10 nM disminuye 82% la relacion

Bl:o en comparacion con su propio control sin insulina (Fig. 11).
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Figura 8. Expresion de BKCa o en HUVECs expuestas a Insulina.

HUVECs sembradas en vidrios de 60 mm fueron incubadas con insulina (1, 10
nM) por 30 min previo a ser fijadas, permeabilizadas, bloqueadas e incubadas
con anticuerpo 1° anti BKCa - a (toda la noche, 4°C) y anticuerpo secundario (1
hr, T° ambiente) acoplado a fluorescencia. Se muestran imagenes
representativas del (40x) plano medio del procesamiento confocal de HUVECs
normales (a, b, ¢) o DG (d, e, f), en condicion control (a, d) o expuestas a insulina
1 nM (b, e) o ainsulina 10 nM (c, f).
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Figura 9. Expresiéon de BKCa Bl en HUVECs expuestas a Insulina.
HUVECs sembradas en vidrios de 60 mm fueron incubadas con insulina (1,
10 nM) por 30 min previo a ser fijadas, permeabilizadas, bloqueadas e
incubadas con anticuerpo 1° anti BKCa - 1 (toda la noche, 4°C) y anticuerpo
secundario (1 hr, T° ambiente) acoplado a fluorescencia. Se muestran
imagenes representativas (40x) del plano medio de procesamiento confocal
de HUVECs normales (a, b ,c) o DG (d, e, f), en condicién control (a, d) o
expuestas a insulina 1 nM (b, e) o] a insulina
10 nM (c, f).
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Figura 10. Aumento de expresion de BKCa a en DG. La intensidad de
fluorescencia fue cuantificada mediante programa ImageJ a partir de regiones
de interés (ROI) con expresion de subunidades a (a) y Bl (b). Las barras
representan valores promedio * error estandar. *p<0,05 vs normal (N);
***p<0,001 vs normal (N). n=5.
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Figura 11. Relacién de expresion de subunidades Bl y a de BKCa en
HUVECSs DG. La intensidad de fluorescencia de 1 se divide por la intensidad
de fluorescencia de o para obtener la relacion BKCa pl:a. Valores son
promedios + error estandar. *p<0,05 vs normal (N); **p<0,005 vs normal (N);
#p<0,05 vs control DG. n=5.
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3.2. Analisis de potencial de membrana en HUVECSs.

Se evalud el funcionamiento adecuado de la sonda utilizando un control
positivo o control de despolarizacion como KCI (90 mM) y un control negativo o
control de hiperpolarizacion como endotelina — 1 (10 nM) (Fig.15). KCI induce
aumento de fluorescencia, mientras que endotelina — 1 disminuye la

fluorescencia en relacion al control, lo que confirma la viabilidad del método.

Se observé una disminucion de la fluorescencia al comparar células
endoteliales de DG vs N (Fig.16), lo cual se confirmé al cuantificar la fluorescencia
(Fig.17-18). Esto indicaria la existencia de un estado de hiperpolarizacién en

células endoteliales con diabesidad gestacional (DG).

En los ensayos con inhibidores de canales KCa, se observd que TEA
(Inhibidor general de KCa), TRAM — 34 (Inhibidor de IKCa) e Iberiotoxina
(Inhibidor de BKCa) genera disminucion de la fluorescencia en HUVECs
normales, siendo mayor esta disminucion en el caso de la Iberiotoxina (Fig.18,
19, 20). Al evaluar los mismos inhibidores en HUVECs DG, se observo que tanto
Iberiotoxina como TEA no generan cambio con respecto a su control (Fig.19, 20),
mientras que TRAM — 34 indujo una aparente disminucién de la fluorescencia en
relacion al control (Fig. 20). Cada condicién con inhibidores cuenta con un n de

2, por lo que no se pudo realizar test estadistico.
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Figura12. Prueba de sonda DIBAC4(3). HUVECSs fueron expuestas (2-3 min)
a KCl (90 mM) y endotelina — 1 (10 nM) previo a la determinacion de
fluorescencia de sonda DIBAC4(3). KCI se considera control de
despolarizacion, mientras que endotelina — 1 de hiperpolarizacién. En panel
superior se muestran imagenes representativas con aumento 10x de células
a los 30 min de lectura de fluorescencia, insertos muestras ampliacion de
imagen. Valores son promedio + error estandar. (a) Control; (b) Endotelina -1
(10 nM); (c) KCI (90 nM).
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Figura 13. Disminucién de fluorescencia DIBAC4(3) en HUVECs DG.
HUVECs provenientes de embarazos normales (N) o con diabesidad
gestacional (DG) fueron incubadas (30 min, 37°C) con sonda DIBACa(3).
Imagenes son representativas de captura con aumento 10x realizada por
equipo Incucyte, el cual también entrega la cuantificacion promedio por

células.
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Figura 14. Cuantificacion del efecto de DG sobre el potencial de
membrana. a) Intensidad promedio de fluorescencia por célula en
HUVECs normales (N) o de diabesidad gestacional (DG). La
disminucion de la fluorescencia en contraccién con N, indica que en
DG existe mayor hiperpolarizacion de membrana plasmatica. b) Area
bajo la curva del grafico A. Valores son promedio + error estandar.
*p<0,05 vs N. n=7.
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Figura 15. Fluorescencia DIBAC4(3) en HUVECs normales y DG.
HUVECs normales (N) y de diabesidad gestacional (DG) fueron cargadas
con sonda DIBAC4(3) y luego incubadas (5 min) con inhibidores iberiotoxina
(IbTX 100 nM), TRAM — 34 (0,2 um), Tetraetilamonio (TEA 1 mM). Se
obtuvieron imagenes con aumento 10x y se cuantifico la fluorescencia en

sistema Incucyte por 1h a 37°C.
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Figura 16. Cuantificacion del efecto de Inhibidores sobre la
fluorescencia de DIBAC4(3). HUVECs normales (a) y de diabesidad
gestacional (b) fueron cargadas con sonda DIBAC4(3) y luego incubadas
(5 min) con inhibidores Iberiotoxina (IbTX 100 nM), TRAM - 34 (0,2 uM),
Tetraetilamonio (TEA 1 mM). Se cuantifico la intensidad de fluorescencia
promedio por célula mediante sistema Incucyte. Valores son promedios

+ error estandar. n=6.

35



(1] ~
o (=
o o
| 1
_|
_|

500+

T 400-

Intensidad de fluorescencia
area bajo la curva

300 T T T T

800 -
‘T 700-

600

500 _( —

Intensidad de fluorescencia
(area bajo la curva

&5
Figura 17. Efecto total de inhibidores sobre el potencial de membrana.
Se cuantifico el area bajo la curva de las respuestas a inhibidores en
HUVECs normales (a) y de diabesidad gestacional (b). Valores son

promedios + error estandar. n=6.
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Posteriormente, se evaluo el efecto de la insulina en concentraciones
crecientes (0,1 nM; 1 nM; 10 nM; 100 nM), y se observo que en HUVECs N se
genero una disminucion gradual de la fluorescencia (Fig.21). Al evaluar el mismo
efecto en HUVECs GD, se observo que la fluorescencia se mantuvo constante
hasta 10 nM (Fig.22), disminuyendo significativamente con la concentracion de

100 nM (Fig.22, 23).

Finalmente, considerando lo anterior, se evaluo estadisticamente el efecto de
la insulina y se observé una reduccion del efecto de la insulina de 4,36 veces en

HUVECs DG vs HUVECs N (Fig.25).
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Figura 18. Efecto de insulina sobre la fluorescencia DIBAC4(3) en
HUVECs normales y DG . HUVECs normales (N) y de diabesidad
gestacional (DG) fueron cargadas con sonda DIBAC4(3) y luego incubadas
(30 min) con insulina (0,1 — 100 nM). Se obtuvieron imagenes con aumento

10x y se cuantificé la fluorescencia en sistema Incucyte por 1h a 37°C.
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Figura 19. Cuantificaciéon del efecto de insulina sobre la fluorescencia
de DIBAC4(3) en HUVECs normales y DG. HUVECs normales (a) y de
diabesidad gestacional (b) fueron cargadas con la sonda DIBAC4(3) y luego
incubadas (30 min) con insulina (0,1 — 100 nM). Se cuantificé la intensidad de
fluorescencia promedio por célula mediante el sistema Incucyte. Valores son

promedios + error estandar. n=6.

39



800= 800—
T
3 . $
og * .
5 £ %] I S % 600
58 T g 3
@ = * w = T
. 2 =
2% 1 s T
s 3 38
§ @ 8w 1 T
£ 400+ 22 4004
‘g' s 5 ‘E’ 400 T
=2 =
w ™
200 T T T T 200 T T T T T
Y
& q\@* & \@&* & & & ¢
o & & o o Gl N
¥) \(\" N & \os; < \°g Ny \S‘" \(\'b

Figura 20. Efecto total de insulina sobre la fluorescencia de DIBAC4(3) en
HUVECs normales y DG. Se cuantificé el area bajo la curva de las respuestas
ainsulina en HUVECs normales (a) y de diabesidad gestacional (b). Valores son

promedios + error estdndar. *p<0,05 vs control. n=6.
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4. Discusioén

4.1. Canales de potasio activados por calcio de alta conductancia
(BKCa) en células endoteliales de vena umbilical humana

(HUVECS).

Los canales de potasio activados por calcio de alta conductancia (BKCa)
constan de un grupo de subunidades (a,B,y) que en conjunto permiten el flujo
idnico y la hiperpolarizacién, actividad que es gatillada por estimulos eléctricos o
por un cambio en las concentraciones de Ca?* intracelular. A pesar que estos
canales han sido ampliamente estudiados en células de musculo liso vascular
(Dopico., et al., 2018), en nuestro estudio confirmamos su expresion en células
endoteliales, lo cual habia sido anteriormente registrado por Lovinger y
colaboradores (M. Lovinger., et al., 2003), quienes revelan la existencia de los

canales BKCa en HUVECs mediante RT — PCR.

En patologias placentarias como preeclampsia se ha descrito una
disminucion de la expresion de las subunidades o-Bl en arterias de placa

corionica placentaria humana (He M., et al., 2018). Ademas, en células
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musculares lisas de arteria umbilical humana (HUASMCs) con diabetes mellitus
gestacional también se ha descrito una disminucion de la expresion de las
subunidades a-f1 de canales BKCa (H. Li., et al., 2022). A diferencia de los
estudios mencionados, en el presente estudio observamos que hay una
tendencia al aumento en la expresion de RNA de la subunidad o en HUVECs
DG, lo que se confirma con el aumento de la expresion de la proteina
determinado por Inmunofluorescencia. También se determiné un aumento de la

expresion proteica de la subunidad 1.

Proponemos que el aumento de subunidades 1 en HUVECs DG podria
ser una respuesta compensatoria ante la fisiopatologia de la DG, que se
caracteriza por disfuncion endotelial placentaria y alteracion del flujo
fetoplacentario (Despaigne O.L.P., 2012; Desoye y van Poppel, 2015). Ante este
escenario, una potenciacion de mecanismos vasodilatadores (como EDH) seria
una forma de regular la resistencia vascular y mantener un flujo sanguineo
adecuado. Cabe destacar que, a diferencia de la preeclampsia, en que existe
hipertension maternay restriccion de crecimiento fetal, en los embarazos con DG
se puede mantener estable la presion y el crecimiento fetal (Desoye y van Poppel,

2015).
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Por otro lado, a pesar de determinar aumentos de la expresion de a y 1
en la célula endotelial, desconocemos el grado de interaccién entre ambas
proteinas. Estudios realizados por Dennis Leo y Colaboradores (Dennis Leo M.,
et al., 2015) plantean la movilizacion de subunidades o - 1 mediante vesiculas
en células musculares lisas de arteria cerebral de ratas, lo cual puede dar una
idea del comportamiento de las subunidades en HUVECS, ya que el mecanismo
de movilizacién vesicular podria ser similar. Esto podria ser la razén del cambio
en la distribucion de la fluorescencia en las células DG comparadas con
normales, ya que se aprecia mayor intensidad de fluorescencia en la zona
perinuclear mientras que las células normales muestran una distribucion uniforme

con expresion a nivel de membrana plasmatica. (Fig. 21).

Figura 21. Cambio en distribucion de Bl en DG. Magnificacion digital de
imagenes mostradas en figura 12 (a y d).Se aumentd por igual el brillo y
saturacién para apreciar los cambios en la distribucién de fluorescencia entre
HUVECSs normales (a) y DG (b).
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Ademas, otro reporte de Won S. y colaboradores (Won S., et al., 2010)
evalud el movimiento de BKCa en la linea celular Cos-7 (células tipo fibroblasto
de rifidbn de mono) y en neuronas hipocampales utilizando “quantum dots”. De
esta manera, concluyeron que la movilidad de BKCa depende del tipo de célula,
localizacion subcelular y composicion de subunidades. Entonces, si se puede
teorizar sobre el movimiento de vesiculas que contengan estas subunidades
considerando la necesidad celular en HUVECSs en estado fisiol6gico o con alguna
alteracion por parte de una patologia subyacente. Sin embargo, son necesarios
mas estudios para confirmar si las subunidades de BKCa se mueven por
vesiculas entre citoplasma y membrana plasmatica, ya sea ante estimulos

fisioldgicos o en patologias como DG.

En resumen, las subunidades o y Bl estan expresadas en HUVECs de
embarazos normales (N), lo que confirma la presencia de estos canales en
células endoteliales de vena umbilical humana, por otro lado, el aumento de la
expresion de proteinas de ambas subunidades en HUVECs de embarazos con
diabesidad gestacional (DG) estaria asociado a una respuesta compensatoria y
la distribucion de fluorescencia en la célula podria indicar mayor expresion
citosélica (en vesiculas u organelos) de subunidad 1 en DG, comparada con la

expresion en membrana plasméatica en embarazo normal.
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4.2. Rol funcional de los canales BKCa en HUVECSs.

Los resultados mostraron una disminucion significativa de la fluorescencia de
DIBAC4(3) en HUVECs DG en comparacion de la condicion normal, lo cual
plantea un estado hiperpolarizante en HUVECs DG. Al considerar esto ultimo, no
se puede atribuir completamente el aumento en la hiperpolarizacion al canal
BKCa ya que podrian estar participando otros canales de potasio como IKCa,
SKCa o Kir (Droogmans y Nilius, 2001). Es por esto que se evaluo el efecto de la
Iberiotoxina, debido a que es una molécula capaz de interaccionar
especificamente con el poro del canal BKCa. La Iberiotoxina indujo un efecto
hiperpolarizante en HUVECs N, mientras que en HUVECs DG no se observé
ningun cambio significativo. Esto podria indicar una alteracion en la interacciéon

de la toxina con la subunidad o de BKCa, lo cual se podria dar por un cambio
estructural en la subunidad o, impidiendo la interaccion con IbTX (Latorre R., et

al., 1992).

Anteriormente se ha descrito que la Iberiotoxina causa un efecto
depolarizante en células musculares lisas de arteria umbilical humana
(HUASMCs) (Li Y., et al., 2022) y en células endoteliales microvasculares de
pulmén (LMVEC) (Vang A., et al, 2010). Otro estudio por Burgazli y

colaboradores (Burgazli K.M., et al., 2014) evalué el efecto hiperpolarizante de la
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IL-1B sobre los canales BKCa, indica que al co incubar IL-1p + IbTX en HUVECs
normales se genera una disminucién del efecto hiperpolarizante de la IL-1 por
accion de IbTX. A partir de esto, resulta relevante observar esta diferencia

funcional por parte de la IbTX sobre los canales BKCa.

Al utilizar Iberiotoxina en células normales se esperaria un aumento en la
fluorescencia por el bloqueo del poro i6nico, lo que llevaria a una disminucién en
la funcién de hiperpolarizacion, tendiendo a la depolarizacion, sin embargo, se
puede observar que al aplicar Iberiotoxina hay una disminucién en la
fluorescencia y se acentla el estado hiperpolarizante. Esto contrasta con lo
reportado por Rojas y colaboradores (Rojas S., et al,. 2020) en que se observo
un aumento de la fluorescencia luego de 30 min de incubacién con Iberiotoxina.
La diferencia con nuestro estudio se puede deber al cambio en la manera de
cuantificar la fluorescencia, teniendo el sistema Incucyte mayor sensibilidad que
los lectores de uso comun, ademas que entrega un resultado de fluorescencia
por célula, lo cual tiene mayor validez cuantitativa y refleja de mejor manera lo
gue esta ocurriendo en el cultivo celular. Cabe destacar que en el estudio de
Rojas y Colaboradores el efecto de la Iberiotoxina se asocié con un aumento de
transportador h — CAT1 en membrana que lleva finalmente a aumentar la
captacion de L — arginina y, en consecuencia, a la liberacion de 6xido nitrico (NO),
molécula que puede desencadenar en el aumento de la hiperpolarizacién

(Dusting J.D., 1995; Bauer & Sotnikova, 2010). Entonces, el efecto de
46



hiperpolarizacion observado con Iberiotoxina puede ser a través de un
mecanismo indirecto que se relaciona con la sintesis de o0xido nitrico, antes que
un efecto directo sobre la actividad de BKCa. Por otro lado, se ha reportado la
existencia de un subset de canales BKCa insensibles a Iberiotoxina en el sistema
nervioso central, conformados por la interaccion de o con la subunidad B4
(Wang., et al., 2014), cuya existencia o actividad se desconoce en HUVECs.
En este contexto, es importante el antecedente del estudio de Liy Colaboradores,
en que se muestra que la subunidad 4 se expresa en tejido de arteria umbilical
humana y que su expresion no cambia en muestras de DMG (Li., et al., 2022).
Entonces, la subunidad o podria estar interaccionando con la subunidad 4 para
inducir hiperpolarizacion, actividad que no seria inhibida por Iberiotoxina. Son
necesarios mas estudios para determinar la expresién de este subtipo de canales
en HUVECs y detallar el mecanismo por el cual se estaria induciendo la

hiperpolarizacion en DG.

En base a nuestros resultados, en diabesidad gestacional el estado
hiperpolarizante estaria correlacionado con el aumento de subunidades a y B1.
Estudios de Yang y colaboradores (Yang Y., et al., 2013) relacionan el aumento
de subunidades con una mayor sensibilidad a Ca?* y a voltaje, en consecuencia,

se promueve un mayor estado de hiperpolarizacion por la actividad del canal.
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La expresion de las subunidades en funcion a la relacion Bl:a en DG se
encuentra disminuida a expensas del aumento significativo de «, esto indica una
mayor abundancia de subunidades a por sobre 1, lo que podria tener un efecto
en el funcionamiento del canal ya que la estequiometria juega un rol importante
en su funcion. Se ha descrito por Wang y colaboradores (Ying YW., et al., 2002)
gue el canal es activo con las 4 subunidades a pero no necesariamente deben
estar las 4 subunidades B1, es decir, la actividad y/o funcion del canal se puede
generar con un minimo de subunidades B1. El aumento de la interaccion Bl - a
regularia la sensibilidad a Ca?* y voltaje, lo que puede aumentar o disminuir la
actividad del canal. Ademas, como sefialamos anteriormente, podrian verse
afectadas las subunidades B2, B3 y B4, cuya expresién se documentado en
arteria umbilical (Li., et al., 2022), desconociéndose su expresion o actividad en

HUVECs.

Finalmente, se mantiene la idea de la generacion de un estado de
hiperpolarizacién en DG, que se asociaria con un aumento de la expresion de

subunidad o de BKCa.
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4.3. Efecto de la Insulina

La insulina ha demostrado ser una molécula capaz de aumentar la
hiperpolarizacion de membrana en HUVECs. En este proceso, la insulina
induciria a la vasodilatacién que seria dependiente de la actividad de canales
BKCa, los cuales serian activados por insulina mediante mecanismos no

conocidos (Gonzalez y Rivas, 2016).

Al evaluar HUVECs normales con concentraciones crecientes de Insulina
se pudo confirmar el efecto hiperpolarizante derivado de la accion de esta
molécula, lo cual coincide con lo observado por Rojas y colaboradores (Rojas S.,
et al., 2020), en donde se asocia la sintesis de 6xido nitrico (NO) mediada por
insulina con la posible participacion de la actividad de canales BKCa. Por otro
lado, en HUVECs DG se observa que no hay un efecto hiperpolarizante derivado
de la accién de la insulina, en cambio hay un estado de hiperpolarizacion basal
en donde la insulina no estaria participando. Esto ultimo puede tener sentido
debido a la naturaleza de la patologia, es decir, por el desarrollo de la resistencia
a la insulina y la hiperglicemia. En podocitos se ha descrito que la Insulina regula
la actividad de canales BKCa, lo que se veria alterado en condiciones de
hiperglicemia (Kim y Dryer, 2010). Entonces, en diabesidad gestacional podria
afectarse la accion de la insulina sobre el canal BKCa. De todas formas, esto
ultimo seria especulativo ya que al dia de hoy aun no se conoce con detalle el

mecanismo por el cual la insulina activa los canales BKCa.
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Finalmente, tanto el estado hiperpolarizante como los estudios de
expresion de BKCa en HUVECs DG nos permite proponer que la diabesidad
gestacional es una condicién que afecta el potencial de membrana de células
endoteliales fetales, o que se asocia con mayor expresion de BKCa. La
regulacion fisiologica del potencial de membrana por insulina se perderia en la
diabesidad gestacional, lo cual seria otra manifestacidén del estado de resistencia
a la insulina en que se encuentra la circulacion fetoplacentaria. De todas
maneras, siguen siendo necesarios nuevos estudios para comprender el
comportamiento de las subunidades beta de BKCa en HUVECs y los

mecanismos por los cuales la insulina es capaz de regular estos canales.

Con respecto a las limitaciones del estudio, la evaluacion del potencial de
membrana con la sonda DIBACa4(3) puede tener ciertas variables dificiles de
manejar, es decir, al momento de incubar las moléculas a estudiar, como insulina
o inhibidores, se pueden generar lecturas que no consideran un tiempo inicial de
la actividad debido al tiempo que se necesita para agregar estas condiciones a
la placa. Sin embargo, se intentaron mantener tiempos similares, pero no
sabemos con exactitud el tiempo de accion que pueden tener ciertas moléculas
al entrar en contacto con las células. Por otro lado, en Inmunofluorescencia
podemos teorizar sobre la distribucibn de la fluorescencia asociado a
movilizacién de subunidades, pero es necesario realizar otros experimentos, a

pesar de que se puede cuantificar la distribucion por software.
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5. Conclusion y Proyecciones

Contrario a lo planteado, los canales BKCa presentan un aumento de la
expresion de sus subunidades o y Bl en diabesidad gestacional. Proponemos
gue este cambio se da como un posible mecanismo compensatorio durante el
desarrollo de la patologia, propiciando un aumento de la hiperpolarizacion
derivada de endotelio con el fin de equilibrar el estado vascular que podria
generar la diabesidad gestacional. Por otro lado, es importante no olvidar la
participacion de otros canales como IKCa o SKCa en los procesos de

hiperpolarizacion en HUVECs.

Bajo la perspectiva de los canales BKCa, iberiotoxina generaria una mayor
hiperpolarizacion en condiciones fisiolégicas que aun no se han comprendido del
todo. Por otro lado, la insulina presenta un menor efecto en DG lo que remarca
la resistencia a la insulina en la patologia estudiada. Ademas, los mecanismos
por el cual la insulina interacciona con los canales BKCa aun son desconocidos.
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Esta investigacion profundiz6 en varios aspectos la presencia y variacion del
potencial de membrana asociado a los canales BKCa en células endoteliales de
vena umbilical humana (HUVECS) de pacientes con embarazo normal (N) y con
diabesidad gestacional (DG). A partir de lo anterior, es necesario comprender que
ocurre con la interaccion y movilizacion de las subunidades de estos canales en
condiciones fisiologicas y de diabesidad gestacional, ya que ambos procesos
permitirian comprender mejor los mecanismos desconocidos que fueron

anteriormente nombrados.

Finalmente, es necesario aplicar técnicas mas especificas para confirmar
firmemente la presencia de estos canales y la interaccion con otras proteinas, por
ejemplo, western blot, ensayos de co — localizacion y ensayos de ligacion de
proteinas (PLA), por otro lado, seria fundamental estudiar lo que ocurriria con
canales BKCa a nivel mitocondrial, como también seria interesante evaluar el
comportamiento de subunidades gamma que también participan en el complejo

del canal.
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6. GLOSARIO

BKCa: Canal de potasio activado por Ca?* de alta conductancia
Ca?*: Calcio

DG: Diabesidad gestacional

DMG: Diabetes mellitus gestacional

DIBAC4(3): bis-(acido-1,3-dibutilbarbiturico) trimetinooxonol
EDH: Hiperpolarizacion derivada de endotelio

FCS: Suero fetal bovino

HUVECS: Células endoteliales de vena umbilical

HBS: Solucion buffer hanks

IbTX: Iberiotoxina

IKCa: Canal de potasio activado por Ca?* de conductancia intermedia
KCa: Canal de potasio activado por Ca?*

MV: Microvellosidad
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M199: Medio 199

NO: Oxido nitrico

NBCS: Suero fetal de bovino recién nacido

PBS: Buffer fosfato salino

PCM: Medio de cultivo primario

PC: Placa coriénica

RT-PCR: Retrotranscripcién reversa — Reaccién en cadena de polimerasa
SKCa: Canales de potasio activados por Ca?* de baja conductancia

TEA: Tetraetilamonio

TNG: Tolerante normal a la glucosa
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8. ANEXOS

Version 2 9 de Junio de 2021

Investigacion en Muestra de Placenta y Cordon Umbilical

Servicio de Obstetricia v Ginecologia

Hospital Clinico Regional Guillermo Grant Beniavente, Concepridn
Departamento de Obstetricia v Ginecologia

Faoculted de Medicing

Universidad de Concepeign

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

“Caracterizacion de alteraciones mecanicas y viscoelasticas de membrana plasmatica y su
asociacion con mecanismos de sintesis de 6xido nitrico e hiperpolarizacion de membrana en
celulas vasculares fetales humanas expuestas a diabesidad gestacional™

Investigador Principal: Dr. Marcelo Gonzilez Ortiz
Colaborador dlinico responsable: Dr. Cristian Campas

Centro: Servicio de Obstetricia y Ginecologia, Hospital Guillermo Grant Benavente

El Laboratorio de Investigacion Matermno-Fetal del Departamento de Obstetricia v
Ginecologia de la Universidad de Concepcidn, liderado por el Dr. Marcelo Gonzilez la
invita a participar en el estudio “Caracterizacion de alteraciones mecanicas y
viscoelasticas de membrana plasmatica y su asociacion con mecanismos de sintesis de
dxido nitrico e hiperpolarizacién de membrana en células vasculares fetales humanas
expuestas a diabesidad gestacional™.

Este estudio tiene como objetivo determinar si en las células que forman la placenta se
producen cambios cuando el embarazo se desarrolla con condicion de diabetes gestacional
en conjunto con obesidad. Estos cambios involucran que las células de la placenta puedan
adaptarse a las condiciones del embarazo para regular la nutricién y el aporte de oxigeno al
feto v asi lograr que llegue a buen término el embarazo. El poder estudiar la placenta luego
del parto nos permite conocer estos cambios y adaptaciones, con tal de describir como la
placenta humana responde a las diferentes condiciones que se dan durante el embarazo.

A través de este consentimiento informado solicitamos su participacidn en este estudio, en
donde estamos invitando a mujeres como usted, embarazadas sin patologias o con
diapnostico de diabetes gestacional. Su participacidn, si decide aceptar, se traduce en dos
actividades que son esenciales para nuestro estudio. 1) Se requerira revisar toda la
informacidn que se encuentra en su ficha clinica respecto a la evolucidn y desenlace de su
embarazo. 2) Se requerira una muestra de placenta y cordon umbilical que se tomardn

e Consentimiento Informado
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posterior al nacimiento de su hijo o hija. Cabe destacar que este estudio sera realizado bajo
resguardo estricto de su identificacion,

En este estudio, vuestra participacion involucra solamente el tiempo destinado para la
aprobacion o rechazo de este consentimiento.

En este estudio:

1.

2,

10.

11.

Las muestras de placentas seran obtenidas post-parto después de producido el
alumbramiento (salida de la placenta).

La toma de esta muestra no involucra, en ningin sentido, un riesgo ni para el recién
nacido ni su madre, puesto que las muestras no seran tomadas directamente del
cuerpo del recién nacido, ni del cuerpo de la madre sino de la placenta que
habitualmente se desecha.

En cuanto a riesgos y molestias, el dnico riesgo de participar en este estudio se
refiere al resguardo de privacidad de los datos clinicos que se solicitan.

Se le solicitaran datos de su historia clinica, especificamente diagnosticos durante el
embarazo y datos clinicos de la gestacion y parto.

Se resguardara la confidencialidad de la informacion gque identifica a cada
participante, mediante codificacion de muestras v documentos. De esta manera, la
informacion estard asociada a un codigo para mantener el anonimato y la
confidencialidad de la informacion recolectada.

Se excluyen expresamente coalquier tipo de analisis genético. Unicamente,
utilizaremos la muestra para la identificacion de marcadores propios de la
enfermedad, de la funcién placentaria y de la identificacion de los tipos de células
existentes en la placenta.

El material bioldgico excedente de estos estudios sera respguardado bajo
responsabilidad de nuestro laboratorio, y en concordancia con las normas de
bioseguridad de la Universidad de Concepcion. En caso de que la investigacion
requiera el uso de este material en posteriores investigaciones, se presentara un
nuevo estudio a aprobacién por el Comité de Etica Cientifica del Servicio de Salud
Concepcion.

5i decide firmar este consentimiento informado, usted debe saber que no tendra
ningin beneficio directo. Sin embargo, la informacion recogida ayudara a los
investigadores a conocer aspectos importantes de la diabetes gestacional y la
obesidad que hasta el momento se desconocen.

Mo existe costo econdmico para los pacientes. Asimismo, tampoco se contempla
pago o estipendio alguno por participar. Todos los gastos de la investigacion seran
cubierto por la Universidad de Concepeidn a través de laboratorios involucrados.

Es posible que durante las investigaciones surjan conocimientos nuevos que podrian
tener implicancias sobre su salud. En cuyo caso, el equipo de investigacion esta
comprometido a revelar informacion que pudiera tener alguna utilidad clinica
inmediata.

La informacidn recogida sera utilizada para realizar reportes de investigacion,
charlas informativas a la comunidad cientifica v general. Todo ello, respetando la
confidencialidad de la informacidn y en ningin caso individualizando a los sujetos
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de estudio.
12, Este cunsenumlentu ha sido dadu en furm.a vulunta.na Hega;u;ﬁ.m:mar_nu

ua.mﬂn_ Puede revocar este consentimiento en cualquler momento, sin ria.r
explicaciones al respecto.

13, Si Ud. quiere conocer los resultados del estudio, los puede solicitar al equipo de
investigacion liderado por el Dr. Marcelo Gonzalez.

14.  Cualguier consulta respecto de este estudio podrd hacerla a: Dr. Marcelo Gonzalez,
Departamento de Obstetricia v Ginecologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Concepcion (Teléfono: 41-2204816 / 56-959744483).

15. El presente consentimiento informado ha sido revisado y autorizado por el Comité
Etico Cientifico del Servicio de Salud Concepcion.

Contacto con CEC-55C:

Para las preguntas relacionadas con los derechos como sujeto de investigacion,
relacionadas con el estudio en el que esta participando, puede contactarse con el
comité revisor: Dr. Nelson Pérez, Presidente del Comité Ftico Cientifico del
Servicio de Salud Concepcidn, ubicado en San Martin 1436, Concepcion, al
teléfono 41 - 2722745,

“ESTE DOCUMENTO SE FIRMARA POR DUPLICADO QUEDANDO UNA COPIA CON EL
INVESTIGADOR Y OTRA EN MANOS DE LA VOLUNTARIA, LA QUE DEBE CONSERVAR
MIENTRAS SE LLEVE A CABO EL ESTUDIO™

Nombre vy firma de la participante
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HOJA DE FIRMAS
Fecha:

AUTORIZACION

He leido el {los) procedimiento descrito. El (la) investigador (a) me ha explicado el estudio
y ha contestado mis preguntas. Voluntariamente yo,
doy mi consentimiento para participar en el estudio “Caracterizacion de alteraciones
mecanicas y viscoelasticas de membrana plasmatica y su asociacion con mecanismos de
sintesis de dxido nitrico e hiperpolarizacion de membrana en células vasculares fetales
humanas expuestas a diabesidad gestacional”.

Recibiré una copia firmada de este consentimiento, y sé que puedo revocar mi
autorizacion en cualquier momento, sin dar explicaciones.

NOMBRE ¥ FIRMA DE LA PARTICIPANTE Fecha

He explicado a la Sefiora la
naturaleza y propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su partcipacion en esta investigacion. He contestado a sus
preguntas y aclarado sus dudas en la medida de lo posible. Acepto que he leido y conozco
la normativa correspondiente para realizar investigaciones con seres humanos y me

apego.

Mombre y Firma Investigador Responsable Fecha

Mombre y Firma Director del centro o su delegado Fecha

75



Informacion de pacientes

Tabla II: Historial clinico

Condicién IMC (Promedio + SD) | IPN (Promedio = SD) | Sexo RN (%)
Normal M (57,1%)
(n=17) 24,39 + 2,82 2,71 +0,26 F (42,9%)

DG
39,32 + 3,88 2,95+ 0,29 M (50%)
(n=9)
F (50%)
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