UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

Maria Fernanda Garcés Gutiérrez

Universidad Nacional de Colombia
Programa Interfacultades de Doctorado en Biotecnologia
Facultad de Ciencias
Bogota D.C., Colombia
2016






Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

Maria Fernanda Garcés Gutiérrez

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Doctor en Biotecnologia

Director:
PhD., MSc., Quimico. Jorge Eduardo Caminos Pinzon
Codirector:
MSc., MEd., MD. Ariel Ivan Ruiz Parra

Linea de Investigacion:
Estudio de las bases moleculares de la fisiologia de la gestacion.
Grupo de Investigacion:

Endocrinologia y nutricion béasica.

Universidad Nacional de Colombia
Programa Interfacultades de Doctorado en Biotecnologia
Facultad de Ciencias
Bogota D.C., Colombia
2016












Este trabajo lo dedico a cada persona que
acompano de forma paciente y desinterasada
la ejecucion del mismo, desde los pacientes,
investigadores, profesores y consultores,
hasta mi director de tesis y amigo
incondicional y por supuesto mi familia,

guienes nunca perdieron la fe en mi.



Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

Agradecimientos

El presente trabajo se realizé en el marco del proyecto “Valor de biomarcadores séricos
en la prediccion del desenlace materno-perinatal de la gestante y su evolucion a 6
meses”, el cual fue un proyecto financiado por Colciencias cdédigo: 110154531660.
Adicionalmente, se recibié el apoyo en la convocatoria del Programa Nacional de
Proyectos para el Fortalecimiento de la Investigacién, la Creacion y la Innovacién en
Posgrados de la Universidad Nacional de Colombia 2013-2015.

Un componente del presente trabajo, se realizd en los consultorios de Promocion y
Prevencion del Hospital del Engativa, Bogota D.C. bajo la direccion de los docentes del
Departamento de Gineco-Obstetricia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia y con la colaboracién permanente del personal de enfermeria de
Promocioén y prevencion entre los afios 2012 a 2014. Labor sin la cual, el presente trabajo

habria sido posible.

El presente, constituye un componente de seguimiento multidisciplinario en el cual
intervinieron profesionales de areas médicas y sociales, cuyos aportes es justo
reconocer, ya que gracias a esta multidisciplinariedad y a la competencia de este equipo,
fue posible la realizacion del mismo y la proyeccidon que este estudio ha alcanzado. En
este sentido en el area médica quisiera agradecerles al Dr. Ariel Ruiz y la Dra. Edith
Angel quienes participaron desde el disefio y la ejecucion del proyecto, hasta el analisis
de los resultados. El Dr. Mario Parra, quien realizo el seguimiento mediante analisis de

imagenes diagnosticas a las pacientes, en los dos afios de seguimiento.



Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

La Dra. Alexandra Rovira, medica encargada del seguimiento de las pacientes, la Dra.
Lucia Alejandra Torres, bacteridloga encargada de la captacion y procesamiento de
muestras en el componente clinico. La Dra. Natalia Elvira Poveda, nutricionista a cargo
del seguimiento de las pacientes y la Dra. Yurani Curtidor, trabajadora social del proyecto
quien asumioé de forma responsable y diligente, la labor de garantizar la adherencia en un
proyecto que requeria un seguimiento individual por mas de un afio. Ademas quisiera
agradecer al Ing. Luis Guillermo Leal, quien diligente y acertadamente nos apoyo en el
analisis de datos provientes del secuenciamiento. Sin embargo, todo este engranaje no
habria sido posible sin la direcciobn de un profesional con altas capacidades en
planeacion y coordinacién de proyectos, como lo es el profesor Jorge Eduardo Caminos,
guien comprendi6 desde el inicio las virtudes del equipo de trabajo y el gran potencial del

proyecto, lo que hizo posible el éxito en el desarrollo del mismo.






Resumen y Abstract

Resumen

La gestacion es un estado fisiolégico dinamico, que se caracteriza por cambios
transitorios en la fisiologia materna, los cuales garantizan la viabilidad del feto. La
placenta es un Organo transitorio, que soporta una gran cantidad de funciones
metabdlicas y endocrinas en la madre y constituye el principal medio de comunicacion

entre la madre y el feto.

El entendimiento de los diferentes procesos de adaptabilidad que tienen lugar en la
placenta, requieren del estudio de modelos que expliquen los mecanismos moleculares
gue subyacen a la fisiologia placentaria. De esta manera, la rata ha sido considerada
como un modelo animal en el estudio de la reproduccién femenina y durante la
gestacion, dada la similitud en las caracteristicas anatomicas y de invasion que presenta

la placenta de la rata en comparacion con la placenta humana.

De esta manera, en el presente estudio se realizé un abordaje traslacional, a partir del
analisis del transcriptoma de la placenta de la rata durante tres periodos de la gestacion,
hacia la fisiologia de la gestacién humana. Se realiz6 el seguimiento de una cohorte
longitudinal a un grupo de mujeres de Bogota, durante tres periodos de la gestacion y
tres meses posparto. Adicionalmente, en el presente estudio, se analizé un subgrupo de

mujeres gestantes con diagndstico de preeclampsia, de la misma cohorte.

Es asi, como a partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se hace un
aporte a la comprension de la fisiologia de la gestacion humana, mediante un abordaje

en modelo animal de rata.

Palabras clave: RNA mensajero, microRNA, gestacioén, placenta, preeclampsia.
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Abstract

Pregnancy is a dynamic physiological condition characterized by transient changes in
maternal physiology, which guarantee the viability of the fetus. The placenta is a
temporary organ, which supports a large number of metabolic and endocrine functions in

the mother and is the primary means of communication between mother and fetus.

Understanding the different adaptability processes taking place in the placenta, require
the study of models that explain the molecular mechanisms underlying placental
physiology. Thus, the rat has been regarded as an animal model for the study of female
reproduction and during pregnancy, given the similarity in the anatomical and invasion

characteristics presented by the rat placenta compared with human placenta.

Thus, in this study a translational approach was used, based on the analysis of the
transcriptome of the rat placenta during three periods of gestation, to the physiology of
human pregnancy. Tracking a longitudinal cohort a group of women from Bogot4a, for
three periods of pregnancy and three months postpartum was performed. Additionally, in
the present study, a subset of pregnant women with diagnosis of preeclampsia, from the

same cohort were studied.

Thus, as from the results obtained in this work, a contribution to the understanding of the

physiology of human pregnancy is done through an approach in rat animal model.

Keywords: messenger RNA, microRNA, gestation, placenta, preeclampsia
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Introduccidén

En el presente trabajo se presenta por primera vez a partir de un abordaje traslacional, el
estudio de la fisiologia de la gestacién, con especial enfoque en el andlisis del
transcriptoma de la placenta, del modelo animal de rata hacia la fisiologia de la gestacion

humana.

Dicho estudio se realiz6 mediante un disefio metodolégico que involucro el seguimiento
de la gestacion en modelo animal de rata en tres periodos de la gestacion (12, 16 y 21
dias), con el propdsito de obtener las placentas de cada edad gestacional y proceder al
estudio del transcriptoma. A partir del analisis del transcriptoma a nivel de RNA
mensajero (MRNA), se selecciond una lista de genes de estudio, basado en criterios de
identidad en la secuencia de aminoacidos, Rattus norvergicus Vs. Homo sapiens, y en la
revision de la literatura al respecto. De esta manera, en el presente estudio se presenta
la confirmacién de datos mediante técnicas de PCR en tiempo real, inmunohistoquimica y

analisis sérico, realizado mediante técnicas de ELISA.

Ademas en el presente estudio, se realizé el andlisis del perfil de expresién a nivel de
microRNAs (miRNAS) en la placenta, identificando el perfil de expresién en los periodos
de la gestacion analizados. Es importante destacar que a la fecha no se ha documentado
un estudio de este tipo, ya que los trabajos realizados por Shankar et al.(1), se limitaron a
realizar el andlisis del transcriptoma por zonas placentarias especificas, en una sola edad
gestacional y a nivel de mRNA, no existe a la fecha un reporte del andlisis del
transcriptoma de la placenta de la rata, a nivel de microRNAs, ni de mRNAs como el

realizado en el presente estudio.

Posteriormente, a partir de los genes seleccionados, se procedi6 a realizar el estudio de
inmunoreactividad y el andlisis del perfil sérico de los mismos, en una cohorte longitudinal

de mujeres gestantes sanas, que acudian al Hospital de Engativa, Bogota. D.C.,
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seguidas en tres periodos de la gestacion (semanas 11-13, 24-25 y 34-36), y tres meses
posparto. Ademas, a partir del seguimiento realizado se identific6 el desarrollo de
preeclampsia en un porcentaje cercano al 5% de la poblacién de estudio, siendo este
dato concordante con los reportes de la literatura (2). De esta manera, en el presente
estudio se presenta ademas del perfil de mujeres gestantes sanas, en los tres periodos
de la gestacion analizados, el contraste con el perfil de mujeres gestantes con
diagnostico de preeclampsia, en los mismos periodos gestacionales. Este contraste,
permitié identificar posibles biomarcadores de la enfermedad y realizar correlaciones
interesantes con este propasito, siendo este un elemento adicional no contemplado, que

enriquece la discusion y conclusiones del presente trabajo.

Teniendo en cuenta los elementos que componen el presente trabajo, la presentacion del
mismo se realiz6 de la siguiente manera: en el capitulo 1 se presentan los resultados
correspondientes al andlisis del transcriptoma de la placenta de la rata y en el capitulo 2,
se presenta el estudio realizado en el componente de la fisiologia de la gestacion
humana. Adicionalmente, el capitulo 1 se subdividi6 en la y 1b, con el propésito de
presentar los resultados del andlisis del transcriptoma de mRNA y miRNA, de forma

independiente, facilitando la lectura de los mismos.

Finalmente, con el propdésito de facilitar al lector la comprensién acerca del cumplimiento
de los objetivos propuestos, a continuacion se mencionan cada uno de estos y el capitulo
gue responde a su alcance. El objetivo general del presente estudio fue “Estudiar el
comportamiento de factores moleculares y séricos relacionados con la regulacion del
balance energético corporal y la fisiologia de la gestacion en modelo animal de rata y
determinar su correlacion con los niveles séricos de estos factores a lo largo de la
gestacion humana”, el cumplimiento de este objetivo se puede encontrar en la totalidad
del escrito y en las conclusiones finales. Como objetivos especificos “Identificar y analizar
los perfiles de expresion de transcritos a nivel de mMRNA y miRNA en la placenta de rata
durante diferentes fases de la gestacion”, el cumplimiento de este objetivo se puede

encontrar en los resultados y conclusiones del capitulo 1.

Con respecto al objetivo “Estudiar los perfiles fisioldgicos de factores séricos a lo largo de
la gestacion humana, basado en los estudios de expresion génica realizados en modelo

animal de rata”, este objetivo se cumple en el desarrollo de las actividades mencionadas
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en el capitulo 1a y 2 y finalmente, el alcance del objetivo “Correlacionar los perfiles
séricos de los factores candidatos identificados a lo largo de la gestacién humana, con
marcadores bioquimicos y antropométricos en la poblacion de estudio”, puede ser

verificado en los resultados y conclusiones contenidos en el capitulo 2.

Es importante mencionar que a partir del desarrollo del presente trabajo se han generado
publicaciones en revistas especializadas, lo que indica la importancia y la pertinencia de
los resultados obtenidos en el presente trabajo, asi como su posible impacto en el aporte
al conocimiento de la fisiologia de la gestacion.
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Capitulo la

1.Introduccién primer capitulo — mRNA

Los organismos dan lugar a nacidos vivos mediante dos mecanismos: en ovoviviparidad,
en donde no hay una conexién directa entre la madre y los compartimentos fetales
existentes y en viviparidad, donde existe conexion madre —feto (3). El conocimiento
actual indica que la viviparidad y la placentacion han evolucionado méas de 100 veces en
diferentes linajes de amniotas no mamiferos, especialmente en lagartijas y serpientes (4).

Los mamiferos son amniotos, compartiendo esta distincion con reptiles y aves, definido
por la presencia de una membrana separada, el amnion, que envuelve el embrién en
desarrollo dentro de su huevo. Estos organismos también tienen otras dos membranas,
el corion y el alantoides, que forman parte de la placenta y el cordén umbilical
respectivamente (3). La placenta se origina como una modificacion de las membranas

fetales, el corion, el saco vitelino y el alantoides (5).

Los Euterianos o mamiferos placentados divergieron de los marsupiales hace
aproximadamente 140 millones de afios. De esta manera, la placenta constituye un
producto de continuas adaptaciones evolutivas, que originan aproximadamente 18
ordenes taxondmicos, agrupados en 4 superordenes. Aunque existe un debate en torno
al origen de la primera placenta, una hip6tesis propone que fue hemocorial, discoide y
laberintica, con una barrera interhaemal que fue bien sea, endoteliocorial o hemocorial
(3,6).

Una de las caracteristicas mas importantes de la placenta es su capacidad de adaptacion
y el dinamismo de los procesos que tienen lugar en este drgano, lo que es inherente al

ambiente cambiante en el cual se desarrolla. En este sentido, se comprende que este
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organo presenta gran diversidad entre eutarianos, como respuesta a las necesidades
propias de cada especie. De esta manera, a partir de la diversidad morfolégica de la
placenta en mamiferos Euterianos, son clasificadas a partir de su forma (difusa,
cotiledonaria, zonal y discoide), a partir de la estructura histolégica de la interface
materno-fetal (epiteliocorial, endoteliocorial y hemocorial) y con respecto al tipo de
interdigitacion materno fetal (velloso, trabecular y laberintica) (7,8). Estos aspectos se
deben tener en consideracién cuando se desea extrapolar hallazgos a nivel fisioldgico,
endocrinoldgico, inmunoldgico o cualquier tipo de dato proveniente de un modelo animal,

hacia una situacion particular en humanos (7).

En la placentacién hemocorial y endoteliocorial, el trofoblasto invasivo tiene contacto
directo con la sangre materna o sus vasos sanguineos, concediendo de esta manera un
control sustancial al feto con respecto al flujo de nutrientes (6). La placentacién
hemocorial es una estrategia que involucra la modificacién de la interface materno-fetal,
con el propdsito de facilitar el intercambio de nutrientes y desechos y el desarrollo de una
descendencia sana. El proceso de placentacion hemocorial tiene dos funciones
elementales: 1) asegurar la liberacion de nutrientes maternos hacia la placenta y 2) la
transferencia de nutrientes desde la placenta hacia el feto en desarrollo (9). Este tipo de
placentacién es la mas invasiva ya que todas las capas de tejido uterino desaparecen
mediante erosion, lo que conduce a una comunicacién directa entre el corion y la sangre
materna. Los primates, conejos y roedores, son algunas de las especies que cuentan con

placentas hemocoriales (7).

En la investigacion biomédica se usan diferentes modelos animales debido a la
complejidad que estos proporcionan, lo cual genera una mejor aproximacion hacia la
condicion humana. Algunos aspectos de la gestacion humana como el desarrollo de
trofoblastos, la placentacion y el transporte placentario, se pueden estudiar mediante
diferentes técnicas in vitro. Por otro lado, metodologias como el modelo de perfusion dual
de la placenta, en el cual una placenta humana es perfundida in vitro, representan
aproximaciones empleadas para el estudio de la hemodinamia Utero-placentaria, pero
solo por un corto periodo (hasta 9 horas). Actualmente, este es el Gnico modelo ex vivo
disponible para el estudio del tejido placentario organizado. Sin embargo, la ejecucion

experimental presenta un alto porcentaje de fallas debido al dafio del tejido, el cual



compromete la integridad de la barrera placentaria. Por lo anterior, a pesar de los
avances hechos usando modelos in vitro en algunos aspectos de la gestacion, otros
como el estudio del metabolismo y el crecimiento fetal, son mejor representados en

modelos in vivo (10).

En este sentido, en el caso del estudio de la gestacion, el abordaje en modelo animal de
rata ha sido ampliamente documentado dada la similitud en gran parte de la estructura
placentaria (discoide y hemocorial) y a nivel funcional. En contraste, es claro que el
modelo no es perfecto, ya que presenta divergencias en cuanto al tipo de interdigitacion,
siendo laberintica en la rata y de tipo vellosidad en el ser humano. Sin embargo, la
placentacibn en la rata y en el ser humano presenta importantes similitudes
especialmente en lo relacionado con la remodelacion de las arterias uterinas y la invasion
profunda por parte de los trofoblastos, siendo estas caracteristicas de gran importancia
desde el punto de vista funcional (9,11). Ademas, estos modelos comparten mecanismos
reguladores evolutivamente conservados, encargados de controlar el desarrollo y el
metabolismo placentario (9,12,13). Por otra parte, el perfil hormonal observado en
estudios en ratas gestantes se acopla al perfil observado durante la gestacion humana y

de igual manera las curvas de crecimiento fetal son similares (14-17).

La gestacion es un proceso fisiol6gico que se caracteriza por el desarrollo de la placenta.
Este drgano transitorio, cumple un amplio rango de funciones como proporcionar el
anclaje fetal a la pared uterina, la regulacion endocrina que le permite a la madre
adaptarse a las necesidades del nuevo ser y garantizar la supervivencia de ambos,
adaptaciones hemodinamicas, intercambio de gases, regulacién inmune y adaptaciones
epigenéticas, entre otras tiene lugar durante este periodo (1,7). Actualmente, con el
desarrollo de nuevas metodologias enfocadas al analisis de secuencias de alto
rendimiento, diferentes campos de estudio en la medicina moderna han avanzado en la
comprension de mecanismos y procesos hasta ahora desconocidos. El abordaje del
estudio de la placenta es posible a partir de diferentes metodologias de este tipo como lo
son la epigendémica, la transcriptomica y la protedbmica, cada una de las cuales con la

capacidad de dilucidar mecanismos de regulacion diferentes e inexplorados.

Por las razones antes expuestas, en el presente trabajo se analiz6 el transcriptoma de la

placenta de rata durante diferentes periodos de la gestacion. Los resultados de este
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estudio permiten comprender algunos de los mecanismos fisiolégicos asociados con el
desarrollo gestacional. De esta manera, el presente estudio contribuye a la comprension
de la fisiologia de la gestacién en modelo animal de rata y su extrapolacion al estudio de

la gestacién humana.

2.Materiales y Métodos

2.1. Animales

Los procedimientos y el mantenimiento de los animales para la obtencién de los tejidos,
se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo aprobado por el comité de ética de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Se adquirieron ratas
Wistar hembra de 200-220 gramos provenientes del Instituto Nacional de Salud de
Colombia (INS), los animales se mantuvieron bajo condiciones de luz controlada (12
horas de luz/ oscuridad), una temperatura de 21 +/- 1 °C, en cajas plasticas de
poliestireno, ubicadas en instalaciones adecuadas para este fin en la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, de acuerdo a la normativa vigente
(18). Se establecié el dia de proestro para realizar la cOpula, mediante observacion
microscopica de frotis vaginal de acuerdo a metodologia previamente descrita (19). El dia
siguiente a la copula se define como el dia 1 de la gestacion y a partir de este se cuentan
los dias de gestacion segun corresponda a cada uno de los grupos gestacionales: n=12 /
12, 16 y 21 dias de gestacion. Adicionalmente, cada grupo se subdividié aleatoriamente
en un grupo con libre acceso al alimento (ad libitum) y un grupo con una reduccién del
35% en la disponibilidad de alimento (en restriccion). Una vez cumplida la edad
gestacional a los animales se les aplico eutanasia de acuerdo a la normativa legal
vigente (18). Se tomaron placentas sin contaminacion fetal y de membranas coriovitelinas
(20) y tejido adiposo visceral correspondiente al tejido omental, como ha sido

previamente descrito (21).



Ademads, se dispuso de un grupo de ratas hembra virgenes en condicién ad libitum de la
misma edad, que en adelante sera mencionada como grupo virgen control (20). En la
Figura 1, se presenta un resumen de la metodologia general implementada en el estudio.

Tejido adiposo
RNA-Seq

Analisis de expresidn
diferencial

4

Anélisis bioinformatico y
estadistico

I!I

Seleccién de genes blanco

Validacion de resultados

«I«I«I

Analisis de perfiles séricos en
modelo animal de ratay su

extrapolacion a la gestacion
humana

Figura 1. Esquema del flujo de trabajo realizado en el abordaje experimental. En
esta representacion grafica se muestra una conceptualizacion general del proceso
realizado en el primer componente experimental del presente trabajo.

2.2. Aislamiento de RNA

Los tejidos fueron embebidos en Trizol® Invitrogen en una proporcion de 1mL/100mg de
tejido y homogenizados usando el microhomogenizador de tejidos PRO2000®. Se extrajo
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el RNA total usando el kit PureLink® RNA mini kit — Life Technologies. EI RNA total se
cuantific6 mediante fluorescencia usando el kit Quibit®, Life Technologies, Invitrogen. La
calidad del RNA se determin0 mediante corrido electroforético en condiciones
denaturantes para determinacion de las bandas 18S y 28S. Para la obtencion de un
grupo representativo de cada grupo a analizar, se preparé un pool biolégico que contenia
RNA total proveniente de seis placentas individuales correspondientes a un mismo grupo
de edad gestacional, las cuales eran equivalentes en cantidad y calidad de RNA total, de

acuerdo a metodologia previamente descrita (1).

2.3. Preparacion de librerias y secuenciamiento de RNA

Las librerias de DNA complementario (cDNA) fueron generadas de acuerdo a
metodologia previamente descrita (22). De forma resumida, el aislamiento del RNA
mensajero (MRNA) a partir de RNA total se realiz6 mediante perlas magnéticas que
tienen adheridos oligos dt. EI mRNA purificado se fragmenté en un buffer de
fragmentacion con cationes bivalentes a 94°C. Estos fragmentos cortos se usaron como
templete, se adicionaron primers aleatorios y transcriptasa reversa para la sintesis de la
primera hebra del cDNA. La segunda hebra del cDNA se sintetiz6 usando buffer, ANTPs,
RNasa H y DNA polimerasa | y se purificaron los fragmentos cortos de cDNA; usando el
kit TruSeq® Stranded mRNA Sample Preparation, Illlumina®. El cDNA de doble hebra se
sometié a reparacion de extremos 3’ y se adenilé. Los fragmentos cortos de cDNA,
purificados se ligaron con los adaptadores universales y se realiz6 la PCR generando la
libreria final. Estas librerias se secuenciaron en el secuenciador lllumina HiSeq 2500
(lumina, San Diego, CA). La longitud de las lecturas fue de 100pb usando el primer de

secuencia forward y se realizé un duplicado técnico (22).

2.4. Procesamiento de datos provenientes de mRNAseq

Los datos provenientes del proceso de secuenciamiento fueron procesados usando la
plataforma web Galaxy (23), a través de dos herramientas: 1) FastQC-ReadQC para
realizar el control de calidad a los datos crudos y posteriormente 2) Tophat-BOWTIE para

alinear las lecturas secuenciadas con el genoma de Rattus norvegicus (rn5). En este
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punto, se generd una tabla de cuentas que fue analizada en pasos subsecuentes como

se describird mas adelante.

2.4.1. Procesamiento de las lecturas

El andlisis estadistico de los datos provenientes del secuenciamiento se realiz6 usando el
software R (24). Las cuentas de genes se normalizaron y se reportaron como valores
RPKM (Reads per kilobase of transcript per million reads). Se identific6 un subgrupo de
genes diferencialmente expresados ajustando a un punto de corte >2.0 y >1.5 veces de
cambio (fold change) para placenta y tejido adiposo, respectivamente (25). Los perfiles
de expresion diferencial se obtuvieron contrastando los diferentes estados metabdlicos

(ad libitum y restriccidn) y la edad gestacional (12,16 y 21 dias) en cada tejido.

2.4.2.Analisis de Componentes Principales

Los RPKM de genes diferencialmente expresados fueron transformados en log2 y
sumarizados mediante analisis de componentes principales (ACP) para discriminar las
diferentes condiciones estudiadas a partir de los perfiles de expresion obtenidos.
Posteriormente, se realiz6 enriquecimiento funcional usando términos ontol6gicos (GO)
asociados a procesos bioldgicos, lo cual permiti6 generar grupos tomando valores de
enriguecimiento p<0.05 (26). El indice de homogeneidad biol6gica (BHI) se usé para
definir tanto el algoritmo de agrupamiento como el nimero de grupos (27). Se realizd un
agrupamiento jerarquico, usando los algoritmos K-Means y Self Organizing Maps (SOM)

(28). Los p-valores se calcularon con el software FunAssociate (26).

2.4.3.Reglas de Asociacion

Ademas, los datos se analizaron en busqueda de posibles reglas de asociacion entre
términos GO y perfiles de expresion diferencial (29). Todas las reglas de asociacion
analizadas tuvieron un soporte >1E-4 y una confianza >0.9. Posteriormente, se

seleccion6 un grupo de genes cuyas reglas de asociacion resultaron interesantes dado



12 Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

su posible papel en la regulacion de procesos relevantes durante la gestacion y tomando
en cuenta los resultados de agrupacién. Los perfiles de expresion se contrastaron

mediante mapas de calor.

2.5. Confirmacién de resultados

2.5.1. Seleccidon de genes para estudio

Inicialmente el andlisis de datos crudos generé una lista con 14.756 registros que
presentaban por lo menos 10 lecturas. A partir de los procesos de depuracién y andlisis
antes mencionados, se generd una lista de genes expresados diferencialmente de
alrededor de 5000 registros. De esta lista preliminar, se realiz6 una seleccion, siguiendo
tres criterios: 1) Funcion biolégica relevante durante la gestacién a través de términos
ontolégicos. Se tomd en cuenta términos como angiogénesis, metabolismo de
carbohidratos, metabolismos de lipidos, entre otros y los perfiles analizados en los
estudios de agrupacion y de reglas de asociacién. 2) Identidad en secuencias de
aminodacidos del codificados por el gen en estudio, superior al 85% entre las especies
Rattus norvegicus y Homo sapiens. Para este analisis se usé la herramienta
HomoloGene disponible en la pagina del NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene.
Se realizé un alineamiento apareado mediante BLASTp y se tomaron solamente
secuencias de aminoacidos confirmadas (nomenclatura NP). 3) Se tuvieron en cuenta
solamente genes cuya proteina fuera secretada. La lista de genes seleccionados al final
debian ser medible por metodologias de ELISA e inmunohistoquimica, de donde surge la

necesidad de seleccionar proteinas secretables.

Una vez realizada esta segunda seleccion se obtuvo una lista de 79 registros. El
siguiente paso fue la seleccién final a partir de la literatura cientifica. Se seleccionaron
cinco genes cuya expresion se mantuvo en la linea de base inferior y que no mostraron
variacion en las condiciones analizadas, los cuales fueron tomados como genes de
control interno. Ademas se tomaron seis genes de referencia, cuyos perfiles de expresion
a lo largo de la gestacion son conocidos entre éstos: adrenomedullin (Adm), neuropéptido

Y (Npy), Ghrelin (Ghrl), adiponectina (Adipoq), H19, angiopoyetina2 (Angpt2), y los genes
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seleccionados. De este ultimo andlisis se escogieron 12 genes: Chemerin (Rarres2),
Brain-derived neurotrophic factor (Bdnf), Fibronectin type Ill domain-containing protein 5
(Fndcb), nucleobindin2 (Nucb2), Meteorin (Metrn), Omentin-1 (Itin1l), Desmin (Des),
Neuronatin (Nnat), Fibulinl (Fbin-1), Meteorin like (Metrnl), Lumican (Lum) y Follistatin
(Fst). Estos genes se estudiaron por metodologias de PCR en tiempo real e

inmunohistoquimica.

2.5.2.Analisis mediante PCR en tiempo real

Con el proposito de verificar los perfiles de expresion diferencial observados
previamente, se procedié a analizar los niveles de expresion a nivel de mRNA de los
genes escogidos mediante PCR en tiempo real. Para realizar la retrotranscripcion se
tomé 1.5ug de RNA total y se utilizd el kit SuperScript Il (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Dicha reaccion se llevo a cabo en el termociclador Thermal
Cycle 1000C BIORAD, en las siguientes condiciones: 37°C por 40min, 42°C por 15min,
96°C por 1min y 4°C por 5min.

El cDNA resultante se tomé como templete para la realizacion de los subsiguientes PCR
en tiempo real. Con este fin se emplearon primers especificos para cada gen o sondas
TagMan ® - Gene expression assays Applied Biosystem, como se muestra a
continuacion: Chemerin primers FW 5 -TGTGCAGTGGGCCTTCCA-3- RV 5-
CAAAGGTGCCAGCTGAGAAGA-3 — y sonda 5 -AGA TCG GTG TGG ACA GTG CTG
ATG ACC TG-3, Bdnf sonda Rn01484924 m1, Fndc5 (precursor de Irisin) sonda
Rn01519161_m1, Nucb2 primers FW 5-CATGAAGACCACCCCAAAGT-3' - RV 5
TTCATCCAGGAATCCATCGT-3', HPRTFW 5-CAGTCCCAGCGTCGTGATTA-3' -
HPRTRV 5-AGCAAGTCTTTCAGTCCTGTC-3', Metrn (Meteorin) sonda
Rn01460236_m1, Itinl (Intelectin 1 (Galactofuranose Binding) u Omentin-1 sonda
Rn01771279_m1, Des (Desmin) sonda Rn00574732_m1, Nnat (Neuronatin) sonda
Rn00822063_m1, Metrnl (Meteorin like) sonda Rn01463793_m1, Lum (Lumican) sonda
Rn00579127_m1, Fbinl (Fibulin-1) sonda Rn01504529 m1l1 y Fst (Follistatin) sonda
Rn01463793_m1.
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Como control interno en dichos ensayos se us6 la sonda #95 para Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) (Roche Diagnostics GmbH Mannnheim, Germany).
En ambos casos se emple6 el equipo Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, CA, USA), con las siguientes condiciones de ciclado: para
Chemerin, Nucb2 y HPRT, como referencia interna en ambos casos, 95°C por 15seg,
60°C por 30seg y 72°C por 1min durante 35 ciclos. Los tamafios de los productos de
PCR fueron confirmados por electroforesis en gel de agarosa al 2.0% y se visualizaron
por tincion con bromuro de etidio sometido a luz UV, usando el documentador de
imagenes Gel Doc 1000 Documentation System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond,
CA). Las demas reacciones realizadas con sondas TagMan se llevaron a cabo con los
siguientes parametros de ciclado: 50°C por 2min, 95°C por 10min, seguido por 40 ciclos
de 95°C por 15seg, 60°C por 1min. Los datos se normalizaron usando el método doble
delta Ct (AACt) (30).

A partir de los perfiles de expresion confirmados, se realiz6 una seleccién final de los
genes a analizar mediante técnicas de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA) o Radioinmunoensayo (RIA), teniendo en cuenta el perfil de expresion
observado (posible utilidad en deteccion de procesos tempranos interesantes durante la
gestacion) y disponibilidad comercial de kits de ELISA o RIA para su medicién. De esta
manera para estudio sérico se escogieron: Chemerin, Nucb2 /Nesfatin, Bdnf, Fndc5/Irisin,

Omentin-1 y Folistatin.

2.5.3.Determinacion sérica

Para establecer el perfil sérico de cada gen en estudio se emplearon kits de ELISA y RIA
disponibles comercialmente, cada muestra se analizé por duplicado en la misma placa,
cada kit empleado era especifico para la especie Rattus norvergicus y para la proteina en
estudio y cada ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. A

continuacion se presentaran las especificaciones técnicas en cada caso:

Para la determinacion de Chemerin a nivel sérico se uso el kit de ELISA (Uscn Life
Science Inc. Wuhan -E90945Ra), los resultaron se expresaron de acuerdo a la curva

estandar en pg/mL, con reactividad cruzada no significativa entre proteinas analogas,
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segun lo reportado por el fabricante y con coeficiente de variacion inter e intra-ensayo del
5% (31).

Los niveles séricos de Nesfatin-1 se analizaron usando el kit de RIA comercializado por
Phoenix para Nesfatin-1 en rata (residuos 1-82) (Catalog # RK-003-22, Phoenix
Pharmaceuticals, Inc. Germany), los resultados se expresaron en términos de ng/mL de
acuerdo a la curva estandar. El rango de deteccion fue de 125-16,000 ng/ml vy los
coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fueron menores de 6 y 10%,

respectivamente (32).

La determinacion de los niveles séricos de BDNF se realiz6 usando el kit de ELISA
(ChemiKineTM, Cat. # CYT306; Merck Millipore, Billerica, MA, USA), los resultados se
expresaron en términos de pg/mL, el rango deteccion fue de 7.8 — 500pg/mL y los
coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fueron de 3.7% y 8.5%, respectivamente
(33).

Los niveles séricos de lIrisin se analizaron usando el kit de ELISA (Phoenix
Pharmaceuticals, INC. Catalog# EK-067-52). Se realizé una diluciéon seriada del suero de
(1:6), el rango de detecciéon para Irisin fue de 0.066 — 1024 ng/mL y el coeficiente de

variacion inter e intra- ensayo fue de 8% y 9%, respectivamente.

Finalmente, los niveles séricos de Omentin-1 fueron determinados usando el kit de ELISA
(BIONTANG Inc; Catalog No. R6870), los resultados se expresaron de acuerdo a la curva
estandar en términos de ng/mL y los coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fueron

de 10% y 8%, respectivamente (34).

2.5.4.Inmunohistoquimica

Se determiné la inmunoreactividad para cada una de las proteinas antes mencionadas,
en placenta de rata a los 12, 16 y 21 dias de gestacion. Para esto se uso tejido fijado en
bloques de formalina tamponada neutra al 10%, embebido en parafina de acuerdo a
metodologia previamente descrita (35). El detalle del ensayo en cada caso se describe a

continuacion:
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La inmunoreactividad de Chemerin se estudié en placenta de 19 dias de gestacion,
adicionalmente, se usaron especimenes de tejido adiposo blanco y seminoma testicular
humano, proporcionados por el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia. Para este propésito, se usé el anticuerpo policlonal
de cabra anti-TIG2: sc-47483, (Santa Cruz Biotechnology, Inc), dicho anticuerpo esta
dirigido contra un epitrope cercano a la region N-terminal de tazarotene-induced gene 2
protein (TIG2) nombre alternativo de Chemerin, humano y es recomendado para la

deteccién de TIG2 en rata y humano (31).

El analisis de inmunoreactividad para BDNF se realizé en placenta de rata a los 12, 16 y
21 dias de gestacion, para esto se implementd el anticuerpo policlonal de conejo anti-
BDNF, Abcam® - cédigo ab6201, este anticuerpo muestra inmunoreactividad en rata y
humano (33). La inmunotincion para la proteina FNDC5 se realiz6 usando el anticuerpo
policlonal de conejo, Abcam® - ab131390, en placenta de rata de 16 y 21 dias de

gestacion.

La inmunoreactividad de Nucb2 se analiz6 usando el anticuerpo policlonal de conejo,
Abcam®, ab30945, especifico para rata en inmunohistoquimica. Para esto se uso
placenta de rata de 19 dias de gestacién y tejidos en los que previamente se ha descrito

la expresion de Nucb2 como mucosa gastrica y testiculo (32).
Finalmente, la inmunoreactividad de Omentin-1 se analizé usando el anticuerpo policlonal
de ratén anti-intelectin-1 (ITLN-1) (Cod A00020-09-100 Adipo Bioscience, USA) en tejido

adiposo y placenta de 19 dias de gestacion (34).

En todos los casos el control negativo de la inmunotincién consistié en la reaccién con los

demas reactivos omitiendo el anticuerpo policlonal primario en el paso de incubacion.

2.6. Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas fueron realizadas en el software R (version 3.1.1). La

comparacion entre grupos en el estudio de los perfiles de expresion génica se realizé
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usando ANOVA de una y dos vias, seguido de la prueba de Tukey post hoc. Los valores
estadisticos son presentados como *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. La significancia

estadistica fue asumida con un p<0.05.

3.Resultados

3.1. Secuenciamiento

Las muestras mostraron un control de calidad adecuado para el desarrollo de la técnica.
De esta manera, el score Phred fue superior a 30 en cada muestra analizada y el
porcentaje de GC fue de 49%. Todas las secuencias tuvieron una longitud de 100pb,
durante el alineamiento no se detectaron outliers y la profundidad del secuenciamiento

permitié continuar con el andlisis estadistico de los datos.

3.2. Manejo de los datos

Inicialmente la base de datos provenientes del anadlisis del transcriptoma estaba
compuesta por 14.756 trascritos que contaban con al menos 10 lecturas. En la placenta,
la mayoria de los transcritos mostraron expresion diferencial en las edades gestacionales
analizadas (12, 16 y 21 dias), como se muestra en la Fig.2A. Ademas el diagrama indica
gue un conjunto de genes no son comunes entre las edades gestacionales analizadas,
estos genes parecen ser mas activos en periodos especificos de la gestacion. En este
andlisis exploratorio se detecté una reduccioén en el numero de genes expresados a los
21 dias de gestacion (84) en comparacién con los expresados a los 12 dias (279)
(Fig.2A). En el caso del tejido adiposo visceral se observo un comportamiento similar,
identificando la expresion de 178 genes a los 12 dias de gestacion y disminuyendo este

namero hasta 36 a 21 dias de gestacion (Fig.2B).
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12d 16d 12d 16d

21d 21d

Figura 2. Nomero de genes expresados a través de la gestacion. Diagramas de Venn
en donde se muestra el total de genes (>10 lecturas) por edad gestacional en placenta
(A) y tejido adiposo visceral (B) de rata.

3.3. Analisis de componentes principales de las
muestras

Con el propoésito de contrastar los perfiles de expresion génica entre tejidos (placenta y
tejido adiposo visceral), sometidos a la misma condicion experimental, se incluyé el
andlisis exploratorio de los niveles de expresion génica en las edades gestacionales
estudiadas, mediante Analisis de Componentes Principales. De esta manera, los datos
se filtraron por expresion diferencial e intensidades de expresion reportadas como RPKM.
De esta seleccion se obtuvieron 2.734 y 1.164 genes, provenientes de placenta y de
tejido adiposo, respectivamente.

Posteriormente, se compararon las muestras por medias de Analisis de Componentes
Principales (ACP), se seleccionaron los componentes principales (PC) que retuvieron la
mayor varianza. En la Fig.3 se muestran los tres primeros componentes que

corresponden al 90% de la varianza total.

En PC1 (47% de varianza) se expone la diferencia entre tejidos. De esta manera, los
datos provenientes de placenta son distantes con respecto a los de tejido adiposo, los
cuales se encuentran agrupados. De este andlisis preliminar se podria inferir que los

datos provenientes de tejido adiposo muestran baja variabilidad entre condiciones y por
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esta razon las muestras se agrupan. El PC2 (29% de varianza), esta muy relacionado
con la edad gestacional, es asi como se observo una transicién de 12 a 21 dias de
gestacion en placenta. Mientras, el tejido adiposo no se observo una diferenciacién con

respecto a las edades gestacionales analizadas.

Con respecto a PC3 (14% de varianza), la informaciéon contenida es menos clara, sin
embargo es posible identificar que este eje estd asociado a la condicion nutricional. En
este eje se observo el mismo comportamiento de PC1 de una separacion entre tejidos.
Ademas, las condiciones ad libitum y restriccibn muestraron un incremento en la

diferenciacion de 12 a 21 dias de gestacion.

p16r
p16l
— a2l
%.\o a16l azﬂacon
; p21r
o
Y
P
e
oGt
PC1(EV=47%)

Figura 3. Analisis de Componentes Principales de las muestras analizadas. En este
esquema se muestra la diferenciacién de las muestras en los planos PC1, PC2 y PC3.
Se muestra el porcentaje de varianza explicada (EV) por cada componente principal. En
esta representacion grafica (p) corresponde a placenta, (a) hace referencia a tejido
adiposo, (I) relaciona la condicién nutricional ad libitum y (r) corresponde a restriccion.
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3.4. Analisis de agrupacion

Se realizé el estudio de agrupacién a partir de la sumarizacion del perfil de expresion en
un plano de componentes principales. A partir de las diferencias observadas en el ACP,
se tomaron los datos correspondientes a los dos principales componentes (los mas
explicativos de las condiciones estudiadas) y se aplicé un algoritmo de agrupacién
jerarquico, se seleccion6 un 6ptimo de 12 grupos (Fig.4).

Como se esperaba, se obtuvieron perfiles de expresion mejor diferenciados en el ACP
proveniente de muestras de placenta (Fig.4A). En este sentido, en PC1 (79%) se observo
una distribucion atribuible a los niveles de expresion, mientras en PC2 (17%), hace
referencia a los perfiles de expresion de acuerdo a las condiciones analizadas,
especialmente la edad gestacional. El circulo de correlacion en la Fig.4A, muestra la
oposicién entre los perfiles de expresién observados hacia 12 dias de gestacién con
respecto a 16 y 21 dias. De esta manera, los genes contenidos en el grupo (cluster) 9
parecen tener mayor actividad durante la gestacién temprana mientras, los genes
contenidos en el grupo 6 parecen tener mas actividad hacia los dias 16 y 21

correspondiente a periodos medios y tardios de la gestacion.

En la sumarizacion del ACP realizado en tejido adiposo visceral, se determind que la
mayoria del comportamiento observado para este tejido en las condiciones analizadas se
puede visualizar en el PC1 (98%). Ademas, en el circulo de correlacion se observa una
tendencia mas homogénea entre edades gestaciones y condicion nutricional en

comparacion a la tendencia observada en placenta Fig.4B.

En la tabla 1 se presenta una caracterizacion de la agrupacién obtenida. La cual permite
hacer una interpretacion completa de la agrupacién obtenida, no solo a partir de los
niveles de expresion, sino también de su funcién biolégica mediante el enriquecimiento

funcional como se mencion6 antes.
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PC1 (EV=79%)
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Figura 4. Agrupacion de genes en el espacio de componentes principales. Se
realizd un Analisis de Componentes Principales para placenta (A) y tejido adiposo
visceral (B) de rata. En los ejes de la figura se muestra el porcentaje de varianza
explicada (EV). Los circulos de correlacion muestran los eigenvectores correspondientes

para cada una de las muestras.

Tabla 1. Caracterizacion de grupos de genes

Placenta Adiposo
Grupos Nu:jneero GO Proceso p Nu(rjneero GO Proceso p
Bioldgico valor Bioldgico valor
genes genes
1 101 protein metabolic | <0.001 150 protein folding | <0.001
process
Brown fat cell | <0.001
oxygen <0.001 ) .
2 30 transporter activity 46 differentiation
3 188 lipid metabolic <0.001 259 hormqne 0,002
process activity
4 209 cellular _ <0.001 291 response to <0.001
homeostasis stress
reproductive <0.001 glycogen 0,043
5 144 developmental ' 417 metabolic
process process
6 22 hormone activity <0.001
generation of <0.001
! 335 precursor
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metabolites and
energy

in utero
8 432 embryonic
development

<0.001

response to

9 61 )
external stimulus

<0.001

10 460 mMRNA metabolic <0.001
process

11 209 immune response | <0.001

12 549 DNA metabolic <0.001
process

GO: gene ontology

3.5. Reglas de Asociacion

Con el fin de complementar el andlisis hecho en placenta, se hizo mineria de datos en
busca de reglas de asociacion entre los patrones de expresion y las anotaciones GO.

Un total de 530 reglas se seleccionaron de acuerdo a los siguientes parametros
(confianza >0.97 y un soporte de 0.0001), de acuerdo con la funcion biolégica de interés
(tabla 2). Por ejemplo la regla 1 (Fig.5A) puede ser interpretada de la siguiente manera:
los genes que tienen este comportamiento estan asociados con procesos de
angiogénesis y presentan mayores niveles de expresion hacia 12 dias en comparacion
con los niveles de expresion observados en 16 dias y en 21 dias de gestacion. De esta
manera, se podria deducir que algunos procesos asociados con angiogénesis durante la
gestacion, en los cuales participan estos genes, como es el caso de Angpt2 y Mmp2, son
regulados negativamente en los estadios medio y tardio de la gestacidon en modelo

animal de rata.

Las reglas 2 y 3 se interpretan en el mismo sentido. En la regla 2, se muestran genes que
tenian la anotacién gestacion (female pregnancy) y un patrén de niveles bajos de
expresion hacia 12 dias, con un incremento en la expresion hacia 16 y nuevamente un

descenso en los niveles de expresion hacia el final de la gestacién (21 dias) (Fig.5B).
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Este es el caso de genes como Tpbpa y Psgbl, ademas en este grupo se encuentra
Ghrelin, cuyo patrén de expresién aumenta de 12 a 16 dias y desciende hacia el final de

la gestacién coincidiendo con lo reportado en la literatura (20,36).

Finalmente con respecto a la regla 3, se trata de genes cuyo patron de expresién mostro
un ligero incremento en los niveles de expresion entre 12 y 16 dias y un descenso hacia
21 dias de gestacién. Ademds, este grupo de genes mostré una asociacién con el
término ontoldgico de desarrollo de vasos sanguineos. Este patrén podria indicar una
represion en la expresion de este grupo de genes hacia el final de la gestacion; tal es el
caso de los genes Plau y Srf (Fig.5C).

Tabla 2. Algunas reglas de asociacion originadas a partir de datos del transcriptoma de
placenta y gene ontologies.

D Antecedente Consecuente Genes
regla
G0:0001525
Angiogenesis Sobre-expresion en
1 Sobre-expresion en p12| pl2l vs p21l Mmp2, Angpt2, Hand2
vs plél
GO:0007565 Female
5 pregnancy Baja expresion en p12l | Prl8a5, Tpbpa, Ceacam1l,
Baja expresion en p12l vs vs p21l Psg29, Igfbp2, Ghrl
plél
G0:0001568 Blood vessel
3 development No-DE hacia p12l vs | Srf, Srsfl, Collal, Plau,
Sobre-expresion en pl16l plél Bax, Jmjd6
vs p21l

GO: gene ontology, DE: expresién diferencial
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Figura 5. Reglas de asociacién vinculando anotaciones GO y perfiles de expresién
génica en placenta. Las figuras describen los perfiles de expresion de genes asociados
con procesos biolégicos de interés como (A) Angiogenesis, (B) Gestacion y (C)
Desarrollo de vasos.

3.6. Analisis de genes de Interes

Como se ha mencionado previamente (2.5.1. y 2.5.2), se seleccionaron 12 genes para el
analisis de sus perfiles a nivel de mMRNA y proteina a través de la gestacion. El primer
paso fue la confirmacion de los resultados obtenidos en el estudio del transcriptoma,
mediante la metodologia de PCR en tiempo real. Se realizé un tamizaje de expresion
génica de ocho genes (Metrnl, Nnat, Fst, Lum, Fbinl, Des, Metrn y Fndc5), en 12 de
tejidos de rata (Hipotalamo, pituitaria, mucosa gastrica, tejido adiposo epididimal (WAT
epi), tejido adiposo mesentérico (WAT mes), ileo, higado, tejido adiposo pardo (BAT),
testiculo, corazén, placenta de 16 dias y células), con el fin de obtener mayor informacién
(Fig.6 y 7). A los cuatro genes restantes (Bdnf, Intl-1, Nucb2 y Rarres2), no se les realiz6
dicho tamizaje puesto que esta informacion ya habia sido publicada.

En las figuras 6 y 7 se observa una representacion en graficas de barra de los niveles de
expresion génica de los ocho genes antes mencionados, tomando como base de
normalizacion los niveles de expresion de hipotdlamo. Dicha informacion es fundamental
en el abordaje de proximos estudios.
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Figura 6. Tamizaje de niveles de expresion relativa de Metrnl (A), Nnat (B), Fst (C) y
Lum (D). Se analizaron los niveles de mRNA de Meteorin like (Metrnl), Neuronatin
(Nnat), Folistatin (Fst) y Lumican (Lum) en 12 tejidos de rata, mediante PCR en tiempo
real. Los datos son presentados como medias de tres ensayos y normalizados con
respecto al nivel en hipotalamo.
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Figura 7. Tamizaje de niveles de expresion relativa de Fbinl (A), Des (B), Metrn (C)
y Fndc5 (D). Se analizaron los niveles de mRNA de Fibulinl (Fbinl), Desmin (Des),
Meteorin (Metrn) e Irisin (Fndc5) en 12 tejidos de rata, mediante PCR en tiempo real. Los
datos son presentados como medias de tres ensayos y normalizados con respecto a los
niveles de hipotalamo.

Posteriormente, se analiz6 la expresion de cada gen seleccionado, en placenta de rata

de 12, 16 y 21 dias de gestacion y en ambos grupos experimentales (ratas gestantes ad
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libitum y con restriccion nutricional). A continuacion se describen los resultados

correspondientes a cada gen analizado:

Metrnl: se observaron mayores niveles de expresion hacia 12 dias de gestacién, siendo
estadisticamente diferentes (p<0.001) al compararlos con las demas edades

gestacionales estudiadas (16 y 21 dias) (Fig. 8A).

Nnat: se observé un incremento en los niveles de expresion hacia el dia 16 de gestacion,
siendo significativamente diferente al ser comparado con los grupos de 12 y 21 dias de
gestacion (p<0.001). Ademas, se observaron diferencias significativas entre los grupos
de 12 y 21 dias de gestacion (p<0.005) (Fig. 8B).

Fst: el pico de expresion para este gen se observé hacia 12 dias de gestacion, siendo
significativamente diferente al compararse con los demas grupos (16 y 21 dias)
(p<0.001). Posteriormente se observo un descenso en los niveles de expresién hacia el
dia 16 y un leve incremento hacia el dia 21 de gestacion, encontrandose diferencias

significativas entre estos grupos (p<0.05) (Fig. 8C).

Lum: se observo un incremento en los niveles de expresion hacia el dia 16 de gestacion,
siendo significativamente diferente al ser comparado con los demas grupos (12 y 21 dias
de gestacion) (p<0.001). Se observé una leve variacién en los niveles de expresion al
comparar entre condiciones nutricionales; sin embargo, dichas variaciones no fueron

estadisticamente significativas (Fig. 8D).
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Figura 8. Confirmacion de resultados provenientes del andlisis del transcriptoma
mediante PCR en tiempo real. En esta figura se pueden observar los niveles de
expresion relativa correspondientes a Metrnl (A), Nnat (B), Fst (C) y Lum (D). Cada uno
de estos genes fue analizado a partir de mRNA proveniente de placenta hacia 12, 16 y
21 dias de gestacion en ratas ad libitum y con restriccion nutricional. Como punto de
normalizacion se tomo placenta ad libitum de 12 dias. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. La
significancia estadistica fue asumida a partir de p<0.05.

Fbinl: los niveles més bajos de expresion fueron detectados hacia el dia 12 de

gestacion; hacia el dia 16 se observo el pico de expresion, seguido de una descenso
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hacia el dia 21. Al comparar entre grupos se observaron diferencias significativas entre

cada una de las edades gestacionales analizadas (p<0.001) (Fig. 9A).

Des: es importante mencionar que este gen muestra un perfil interesante al observarse
un descenso progresivo en los niveles de expresion conforme avanza la gestacion. El
pico de expresion se observo hacia el dia 12 de gestacion y el nivel mas bajo hacia el dia
21. Al hacer el andlisis entre grupos se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.001) (Fig. 9B).

Metrn: este gen mostrd su nivel mas alto de expresion hacia el dia 16 de gestacion, al
realizar el analisis entre grupos se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre cada una de las edades gestacionales estudiadas (p<0.001) (Fig. 9C).

Fndc5: se observaron los niveles mas bajos de expresion hacia el dia 12 de gestacion.
Posteriormente se observé el pico en los niveles de expresién hacia el dia 16, seguido de
un leve descenso hacia el dia 21 de gestacion. Al realizar el analisis entre grupos se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las edades gestacionales
estudiadas (p<0.001) (Fig. 9D).
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Figura 9. Confirmacion de resultados provenientes del analisis del transcriptoma
mediante PCR en tiempo real. En esta figura se pueden observar los niveles de
expresion relativa correspondientes a Fbinl (A), Des (B), Metrn (C) y Fndc5 (D). Cada
uno de estos genes fue analizado a partir de mRNA proveniente de placenta hacia 12, 16
y 21 dias de gestacion en ratas ad libitum y con restriccion nutricional. Como punto de
normalizacion se tomé placenta ad libitum de 12 dias. ***p<0.001. La significancia
estadistica fue asumida a partir de p<0.05.

Rarres2 (Chemerin): el pico de expresion de este gen se observd hacia el dia 16 de

gestacion. Sin embargo, es importante mencionar la variacién en los niveles de expresiéon
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entre las condiciones nutricionales analizadas: se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar en 12, 16 y 21 dias de gestacion entre los

grupos ad libitum y con restriccion nutricional (p<0.001) (Fig. 10A).

Nucb2: este gen mostré un perfil de expresiéon similar al observado en Desmin.
Observando los niveles méas altos de expresion hacia el dia 12 de gestacién con un
descenso progresivo a medida que avanza la gestacion. Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de edades gestacionales analizados (p<0.01).
Adicionalmente, se observaron variaciones significativas al comparar las condiciones
nutricionales analizadas, en el grupo de 16 dias de gestacion (p<0.01). Finalmente, se
observaron diferencias significativas al comparar los niveles de expresion entre los

grupos de 16 y 21 dias de gestacion en restriccion nutricional (p<0.05) (Fig. 10B).

Intl-1 (Omentin-1): los niveles méas bajos de expresion se observaron hacia el dia 12 de
gestacion, seguidos de un incremento hacia el dia 16 (pico de expresién) y un leve
descenso hacia el dia 21 de gestacion. Al analizar estas variaciones en los niveles de
expresion entre grupos de edades gestacionales, se observaron diferencias

estadisticamente significativas en cada una de estas (p<0.001) (Fig.10C).

Bdnf: este gen, a diferencia de los demas, fue analizado solo en la condicién nutricional
ad libitum, ya que previamente se habia realizado un estudio bajo restriccién nutricional
crénica (Mayeur et al.,, 2010 (37)). En nuestro andlisis se detectaron los niveles mas
bajos de expresién hacia el dia 12 de gestacién, seguido de un incremento que se
mantiene hasta el dia 21 de gestacion. Al analisis entre las edades gestacionales
estudiadas, se observaron diferencias significativas entre el grupo de 12 dias, comparado
con los grupos de 16 y 21 dias de gestacion (p<0.001) y entre los grupos de 16 y 21 dias
de gestacion (p<0.05) (Fig. 10D).

En la mayoria de los genes analizados no se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion, al comparar las condiciones de alimentacion ad libitum y restriccion
en el modelo de estudio con excepcion de lo ilustrado en las Fig. 10A y 10B, como se

menciond previamente.
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Figura 10. Confirmacién de resultados provenientes del andlisis del transcriptoma
mediante PCR en tiempo real. En esta figura se pueden observar los niveles de
expresion relativa correspondientes a Chemerin (A), Nucb2 (B), Omentin-1 (C) y Bdnf
(D). Cada uno de estos genes fue analizado a partir de mRNA proveniente de placenta
hacia 12, 16 y 21 dias de gestacion en ratas ad libitum y con restriccion nutricional. Como
punto de normalizacion se tomé placenta ad libitum de 12 dias. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001. La significancia estadistica fue asumida a partir de p<0.05.
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3.7. Estudio de Inmunoreactividad en placenta

Se estudid la expresion a nivel de proteina de cada gen seleccionado en placenta de
rata. A continuacion se describen los principales hallazgos en cada caso:

Chemerin: dado que Chemerin es una reconocida adipocitoquina, para el estudio de la
inmunoreactividad en placenta de rata, se usé tejido adiposo como control de la técnica.
Dicho estudio se realiz6 en placenta de 19 dias de gestacion, observando una intensa
expresion citoplasmética tanto en trofoblastos de la zona laberintica, como en el
trofospongio. También se observé innunoreactividad en células endoteliales fetales
(Fig.11 A, By C).

Figura 11. Inmunohistoquimica de Chemerin. (A) Placenta de rata normal de 19 dias
de gestacion, tefiida con hematoxilina — eosina y observada en 20X. (B) y (C) Se observa
inmunoreactividad citoplasmatica tanto en trofoblastos de la zona laberintica como en
trofoespongio (placenta de rata de 19 dias de gestacion) en 100X.
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FNDCS5 (Irisin): esta proteina fue analizada en placenta de rata de 16 y 21 dias de
gestacion. Se analizaron tres zonas de la placenta: membranas embrionarias, zona
laberintica y células espongiotrofoblasticas y decidua. En placenta de 16 dias se observo
inmunotincién débil y principalmente en la zona laberintica (Fig 12: A1 y B1). Mientras
gue hacia el dia 21 se observé inmunoreactividad intensa en las células del amnios, en

decidua y células espongiotrofoblasticas (Fig. 12: A3y B3).

Figura 12. Inmunohistoquimica de Fndc5. Las imdgenes A y B corresponden a
placenta de rata de 16 y 21 dias de gestacion, respectivamente, tomadas en 2X. Se
analizaron tres zonas placentarias: 1) membranas embrionarias (amnios y saco vitelino);
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2) ilustra la porcién media (zona laberintica) y 3) correspondiente a la zona de la placenta
(espongiotrofoblasto y decidua). En A1-B3 se muestran las mismas areas de la placenta
con magnificacion 20X.

Nucb2/Nesfatin-1: en esta figura se muestra como control de expresion, la
inmunolocalizacion de Nucb2 en mucosa glandular (Fig. 13A) y escamosa (Fig. 13B) de
estbmago de rata. Se analizd la inmunoreactividad de esta proteina en placenta de 19
dias de gestacion normal, observando inmunoreactividad en la regién correspondiente a
membranas embrionarias (amnios) (Fig. 13D) y decidua (Fig. 13E). Ademas se analiz6
testiculo de rata observando inmunoreactividad leve (Fig. 13G y F). En las secciones
(Fig. 13C, F e I), se muestran los respectivos controles negativos de los tejidos antes

mencionados.

Figura 13. Inmunohistoquimica de Nucb2. Se observé inmunolocalizacién para Nuch2
en células gastricas de la mucosa glandular (A), ademas en la mucosa escamosa de
estbmago de rata (B). Con respecto a la placenta se observé inmunoreactividad
moderada en el amnios (D) y la decidua (E), en placenta de 19 dias de gestacion.



36 Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

Finalmente, se observo inmunoreactividad leve en células de testiculo de rata (G y H). En
(C, F e ) se muestran los controles negativos de los tejidos antes mencionados.

BDNF: para el analisis de este gen se abordé el estudio complementario del receptor
TrkB. La inmunoreactividad de BDNF y TrkB se analiz6é en placenta de 12, 16 y 21 dias
de gestacion. El patrén de inmunoreactividad observado para BDNF es interesante en
cuanto a que se observa un descenso a medida que transcurre la gestacién. De esta
manera, se observo intensa inmunreactividad para BDNF en células deciduales, asi
como en la porcion laberintica en placenta de 12 dias. Posteriormente, se observé un
patron de inmunoreactividad moderada en placenta de 16 dias en las mismas
localizaciones placentarias y finalmente hacia 21 dias se observé una imnureactividad
leve (Fig.14A, C y E, respectivamente). Por otra parte, se observd inmunoreactividad
intensa para TrkB en células deciduales y en la porcién laberintica en placenta de 12y 16
dias de gestacion, mientras que en placenta de 21 dias se observd inmunoreactividad
leve en las porciones placentarias antes mencionadas (Fig.14B, D y F, respectivamente).
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Figura 14. Inmunohistoquimica de Bdnf y TrkB. Se analiz6 la inmunoreactividad para
BDNF y TrkB en placenta de rata de 12, 16 y 21 dias de gestacion. Se observé intensa
inmunoreactividad en placenta de 12 dias, moderada inmunoreactividad en placenta de
16 dias y leve inmunoreactividad en placenta 12 dias para BDNF, en células deciduales,
asi como en la porcion laberintica del plato coridnico (secciones A, C y E,
respectivamente. Ademas, se observé inmunoreactividad intensa para TrkB en células
deciduales y la porcidn laberintica en placenta de 12 y 16 dias, mientras en placenta de
21 dias de gestacion se observé inmunoreactividad leve en la misma localizacion
placentaria (secciones B, D y F, respectivamente). Las secciones de G a L corresponden
a controles negativos de la técnica, con omision del anticuerpo primario, en donde (G y J)
corresponden a placenta de rata de 12 dias, (H y K) corresponden a placentas de 16
dias, mientras (I y L) corresponden a placenta de 21 dias de gestacion.

Omentin-1: se observé inmunoreactividad para Omentin-1 en trofoblastos de la zona
laberintica (Fig.15D y F) y saco vitelino (Fig.15E) en placenta normal de 19 dias de
gestacion. Como control positivo de la técnica se uso tejido adiposo blanco (Fig. 15H) y
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como control negativo se uso6 placenta humana realizando la reaccion sin el anticuerpo

primario (Fig. 15I).
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Figura 15. Inmunohistoquimica de Omentin-1. En D, E y F se muestra placenta de 19
dias de gestacion en 100X, 400X y 400X, respectivamente. Se observa expresion
citoplasmatica en trofoblastos de la zona laberintica (D), mientras en F y E, se observa
inmunoreactividad en el saco vitelino. En H se observa como control positivo tejido
adiposo blanco de rata, finalmente, | corresponde al control negativo de la técnica, sin
anticuerpo primario.

3.8. Analisis sérico

A continuacion se describen los principales resultados en el analisis de patrones séricos

de los productos de los genes seleccionados:

Chemerin: en este ensayo se incluyé como control interno el grupo virgen control (VC),
ademads, se incluyeron dos grupos de edades gestacionales (8 y 19 dias de gestacion). El

perfil sérico de Chemerin muestra un descenso a medida que avanza la gestacion.
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Observando los mayores niveles hacia el inicio de la gestacién (8 dias) y los niveles mas
bajos hacia el final de la gestacién (21 dias). Al analizar las variaciones entre grupos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en cada una de las
comparaciones realizadas: al comparar el grupo de 8 dias con el grupo de 12 dias
(p<0.01) y con 16, 19 y 21 dias de gestacion (p<0.001). Por otra parte, se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de 12 con 16, 19 y 21 dias de gestacion
(p<0.01). Finalmente, el grupo virgen control mostré diferencias estadisticamente
significativas al comparar con los grupos de 12 dias (p<0.01), 16, 19 y 21 dias de
gestacion (p<0.001) (Fig. 16). El grupo VC se tomd como grupo de normalizacion.
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Figura 16. Perfil sérico de Chemerin a través de la gestacion. Se presentan los
cambios en los niveles de Chemerin a nivel sérico hacia las edades gestacionales 8, 12,
16, 19 y 21 dias (n=12 en cada grupo) en condicién ad libitum con respecto al grupo
virgen control (CV). Los datos son expresados como media (S.E.M). Las diferencias
estadisticamente significativas son indicadas como **p<0.01 y ***p<0.001. Se tomoé el
grupo virgen control como punto de normalizacion.

Irisin: el analisis del perfil sérico de Irisin a través de la gestacion se realizé en los grupos
de edades gestacionales de 12, 16 y 21 dias en condicion de alimentacion ad libitum y
con restriccion. Adicionalmente, se incluydé como control interno el grupo de VC. Los
niveles mas altos de Irisin se detectaron hacia 16 dias de gestacion. Al realizar la

comparacion entre grupos se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
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el grupo VC con 16 dias en condicién ad libitum y de restricciébn (p<0.01). Ademas se
observaron diferencias significativas al comparar los grupos de 12 con 16 dias en
condicién ad libitum (p<0.05) y en restriccién (p<0.01) y al comparar el grupo de 16 dias
con el grupo de 21 dias en condicién ad libitum (p<0.05) y en restriccion (p<0.001) (Fig.
17). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
edades gestacionales analizadas entre las condiciones ad libitum y con restriccion

nutricional.
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Figura 17. Niveles séricos de Irisin durante la gestacion. Se observa el andlisis de la
variacion de los niveles de Irisin a través de la gestacion con respecto al grupo virgen
control (VC) en condicién ad libitum y de restriccion nutricional. El punto mas alto se
observé hacia 16 dias de gestaciéon y los niveles mas bajos se detectaron en el grupo
VC. No se encontraron variaciones significativas entre las condiciones nutricionales
analizadas (ad libitum y con restriccion) *p<0.05, **p<0-01, ***p<0.001.

Nesfatin-1: en este abordaje experimental se incluy6 el grupo de 19 dias de gestacion y
el grupo virgen control (VC) como control interno. Se observé un descenso hacia 16 dias
gue se mantuvo hasta 21 dias de gestacién en condicion ad libitum, esta variacion fue
significativa al comparar el grupo VC con los grupos de 16, 19 y 21 dias (Fig.18A) (las
letras escritas en la parte superior de la figura indican diferencias entre cada uno de los

grupos analizados). Ademés, este ensayo se realizO en condicion de restriccion
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nutricional observando variaciones significativas al comparar el grupo VC con todos los
grupos de edades gestacionales y al comparar 12 con 19 dias de gestacién (Fig. 18B).
Finalmente, se observd una variacion significativa al comparar entre condiciones ad
libitum y con restriccion hacia 12 dias de gestacion (p<0.001) (Fig. 18C).
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Figura 18. Niveles séricos de Nesfatin-1 a través de la gestacién en rata. Los niveles
de Nesfatin-1 fueron determinados mediante RIA en un grupo de rata virgen control y
gestantes ad libitum y con restriccion nutricional hacia 12, 16, 19 y 21 dias de gestacion.
Las letras escritas en la parte superior de la figura indican diferencias entre los grupos
analizados. La seccion A corresponde a los niveles séricos de Nesfatin-1 en las edades
gestacionales antes mencionadas, en el grupo de ratas alimentadas ad libitum
comparados con el grupo virgen control. B corresponde a los niveles séricos de Nesfatin-
1 en condicion de restriccion nutricional en las edades gestacionales antes descritas
comparado con el grupo virgen control y C corresponde a los niveles séricos de Nesfatin-
1 comparando el grupo de ratas gestantes alimentadas ad libitum con el grupo de
restriccion nutricional en las edades gestacionales antes mencionadas. Los datos se
expresaron como la media (S.E.M). Las diferencias significativas se indicaron a partir de
p<0.05.
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BDNF: se determinaron los niveles séricos de BDNF en el grupo virgen control y en el
grupo de ratas gestantes alimentadas ad libitum. Los niveles mas bajos se observaron
hacia 12 dias de gestacién en comparacién con el grupo virgen control (las letras escritas
en la parte superior de la figura indican diferencias entre cada uno de los grupos
analizados) (p=0.0012). No se observaron diferencias significativas entre los demas

grupos (Fig. 19).
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Figura 19. Niveles séricos de Bdnf a través de la gestacién en modelo animal de
rata. En esta figura se aprecia la variacion en los niveles de Bdnf hacia 12, 16 y 21 dias
de gestacion, tomando como punto de comparacioén el grupo virgen control. Las letras
escritas en la parte superior de la figura indican diferencias entre los grupos analizados.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de 12 dias de
gestacion y el grupo virgen control, los demas grupos no maostraron variaciones
significativas.

Omentin-1: en el abordaje de este ensayo se incluyeron los grupos de edades
gestacionales de 8 y 19 dias, ademas se incluyo el grupo virgen control. El perfil sérico
de Omentin-1 muestra un descenso a medida que avanza la gestacion, sin que estas
variaciones sean estadisticamente significativas. Sin embargo, se observé una diferencia
estadisticamente significativa al comparar los niveles séricos de Omentin-1 del grupo

virgen control con el grupo de 21 dias de gestacion (p<0.05) (Fig.20).
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Figura 20. Perfil sérico de Omentin-1 durante la gestacién en modelo animal de
rata. En esta figura se aprecia la variacion de los niveles séricos de Omentin-1
analizados en cinco grupos de edades gestacionales (8, 12, 16, 19, 21) y en el grupo
virgen control, todos en condicion ad libitum. Se observa un descenso con el avance de
la gestacion (p = 0.046 siendo significativamente bajo hacia 21 dias comparado con el
grupo virgen control (p = 0.044). Otras comparaciones intergrupos no mostraron
variaciones significativas.
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4.Discusioén

En la dltima década el tejido adiposo ha emergido como un elemento clave en la
regulacion de la homeostasis corporal, funcionando como una glandula endocrina en la
modulacion de eventos que incluyen el apetito, la captacién lipidica, el metabolismo e
incluso la sintesis de sus propias células constitutivas (38). Por esta razon, recientemente
el tejido adiposo ha sido definido como un 6rgano activo con propiedades endocrinas,

paracrinas y autocrinas (39).

El tejido adiposo secreta hormonas conocidas como adipoquinas o adipocinas, reflejando
su origen y sus efectos como citoquinas en los tejidos blancos. Aunque muchas de estas
proteinas se expresan primariamente en el tejido adiposo, se han detectado otros sitios
de sintesis, presumiendo asi efectos paracrinos para casi todas las proteinas hasta ahora
descritas. Dichas adipoquinas estan implicadas en procesos como diferenciacién de
adipocitos, metabolismo energético, la sensibilidad a la insulina, la inflamacion, la

inmunidad, el cancer y la regulacion de la angiogénesis (39).

El mejor ejemplo de una adipoquina es la Leptina, la cual se expresa de manera
abundante durante la diferenciacion del adipocito y ha sido identificada en tejidos tan
diversos como el epitelio digestivo y el trofoblasto (38). El efecto pleitrépico de la Leptina
es evidente en diferentes procesos de la reproducciébn en mamiferos, como la
estimulacion de la secrecion de la gonadotropina a nivel del eje hipotalamo - hipofisiario,
contribuyendo a la modulacion de la esteroidogénesis ovarica, la embriogénesis, el

proceso de implantacién y la funcion placentaria (38).

Por otra parte, a partir de estudios de DNA complementario (cDNA) en tejido adiposo
omental humano, se descubridé una proteina expresada por células del estroma del tejido

adiposo, que fue denominada Omentin (39,40).

Dicha proteina fue inicialmente descrita en células intestinales de Paneth, con el nombre
de intelectin (40,41). Omentin-1, con codigo uniprot Q8WWAO y con numero en el gene

bank, en la plataforma nucleotides AY549722.1, es una nueva adipoquina que esta


http://www.uniprot.org/uniprot/Q8WWA0
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compuesta por 313 aminoacidos y se expresa principalmente en el tejido adiposo
visceral, mas especificamente en células del estroma vascular del tejido adiposo visceral.
También se ha documentado su expresién en las células endoteliales, el tejido adiposo
epicardial humano, el timo, el intestino delgado, el colon, los reticulocitos, el ovario, el
pulmén y la placenta (40). Precisamente, a partir de la expresibn de algunas
adipocitoquinas de la placenta, se ha evidenciado un incremento en sus niveles
circulantes, muchos de estos asociados a adaptaciones metabdlicas durante la
gestacion. En este sentido, cambios en los niveles circulantes de adipocitoquinas en
mujeres gestantes, se han asociado con complicaciones materno-perinatales, indicando
gue estas adipocitoquinas, podrian estar asociadas al desarrollo de dichas patologias
(42).

De esta manera, los niveles séricos de Omentin-1 han mostrado una correlacion negativa
con el indice de Masa Corporal (IMC), los niveles séricos de insulina y el indice HOMA-
IR. Ademas, recientemente se ha sugerido que Omentin-1 podria actuar regulando
positivamente adiponectina, lo que a su vez afectaria el metabolismo de lipidos y, por lo
tanto, indirectamente incrementaria la sensibilidad a la insulina en humanos (41). Por lo
antes mencionado, Omentin-1 ha sido considerada como una adipocitoquina “buena” en
términos de regulaciéon metabdlica. Por esta razén y como parte de los genes escogidos
en la fase inicial del estudio, en el presente trabajo se analiz6 la expresion de Omentin-1
en placenta de rata en tres periodos gestacionales, 12, 16 y 21 dias de gestacién, asi

mismo, se determindé el perfil sérico de esta adipocitoquina en dichos periodos.

En el presente estudio se describid por primera vez el perfil sérico de Omentin-1 a través
de la gestacion en modelo animal de rata. En dicho perfil se observo un descenso
constante conforme avanza la gestacion (Fig.20), lo cual podria evidenciar la respuesta
ante el estado “diabetogénico” que constituye la gestacién y que ha sido antes descrito
en otras adipocitoquinas sensibilizadoras de la accion de la insulina como adiponectina
(43). Adicionalmente, se detect6 inmunoreactividad para Omentin-1 en la zona laberintica
y en el saco vitelino, lo que evidencia su expresion en una zona importante de

intercambio de nutrientes y sustancias entre la madre y el feto (Fig.15) (34).

Por otra parte, las proteinas Nucleobindin son una clase de proteinas de mudltiples

dominios de unién al calcio que interactian con acidos nucleicos y diferentes proteinas
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reguladoras; por lo tanto, juegan un papel importante en diferentes vias de sefializacion.
Actualmente, dos miembros han sido identificados, nucleobindin-1 (NUCB1) vy
nucleobindin-2 (NUCB2). A pesar de que estas proteinas son codificas por dos genes no
relacionados, NUCB1 y NUCB2 en humano, comparten un 62% de identidad en la
secuencia de aminoacidos. En el 2006, Nesfatin-1, fue identificada como una nueva
proteina codificada por NUCB-2 (44).

En este sentido, NUCB-2 fue identificado como un gen que se expresaba en adipocitos y
células de meduloblastoma, el cual mostr6 respuesta como ligando del receptor activado
por proliferadores peroxisomales gama (PPARYy) y troglitazona. Este gen fue identificado
como una secuencia codificante para Nucb2, el cual genera una proteina compuesta por
396 aminoacidos, que presentan una secuencia altamente conservada a través de
especies de mamiferos y no mamiferos, un hallazgo que evidencia su posible
importancia funcional (45). Nucb2 es procesado postraduccionalmente por la proenzima
hormona convertasa (PC) 1/3, generando tres productos peptidicos diferentes
dependiendo del punto de clivaje: N-terminal nesfatin-1 (correspondiente a aminoacidos
1-82), nesfatin-2 (aminoacidos del 85-163) y nesfatin-3 (aminoacidos 166-396),
respectivamente. De acuerdo con la literatura, se han descrito diversas funciones para
nesfatin-1, contrario a nesfatin-2 y 3, para los que no se ha descrito funcion biolégica
(45).

De esta manera, Nesfatin-1 se ha asociado con la supresion de la ingesta mediante dos
posibles mecanismos: 1) a traves de la activacion del sistema melatonina, el cual es
independiente de la via de la leptina, dado que se observd que en ratas Zucker (con
mutacién en el receptor de leptina) esta hormona inhibié la ingesta, y 2) la inhibicion de
un factor orexigénico por nesfatin-1. Estudios in vitro han mostrado que nesfatin-1 causa
hiperpolarizacién en neuronas del ndcleo arcuato que son responsables de la secrecion
de Neuropeptido-Y (NPY). Esta evidencia se acepta como una posible explicacion al
efecto sobre la ingesta por parte de nesfatin-1 (46). Ademas, recientemente Darambazar
et al.,, han demostrado la respuesta de neuronas Nucb2/Nesfatin-1 en el Nucleo
Paraventricular hipotalamico de ratén, en modelo in vitro e in vivo, a la administracion de
leptina central y periférica, asi como el control de la ingesta posterior a esta

administraciéon. Asi mismo, en ratones Knockdown para Nucb2 en el Ndcleo
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Paraventricular especifico, se observo una disminucién de la actividad anorexigenica de
leptina, lo que sugeriria que Nucb2/Nesfatin-1 en el Nacleo Paraventricular mediaria

sustancialmente el efecto anorexigenico de leptina (47).

En el presente trabajo se determind por primera vez, el perfil de expresion de Nucb-2 en
placenta de rata a los 12, 16 y 21 dias de gestacion, ademas, se describio el perfil sérico
de Nesfatin-1, en las edades gestacionales antes mencionadas y la inmunoreactividad de
Nucb-2 en placenta de rata. En lo referente a la expresion a nivel de mRNA de Nucb-2,
se observo un descenso a medida que avanza la gestacion, siendo puntos opuestos la
expresion observada a los 12 dias en comparacion con 21 dias de gestacion, dicha
diferencia fue estadisticamente significativa p<0.01 (Fig.10B), no se observaron
diferencias significativas entre el grupo alimentado ad libitum y de restriccion crénica de
la ingesta. Por otra parte, a nivel sérico se observé un comportamiento similar al descrito
previamente, en donde, los niveles mas altos de Nesfatin-1 se observaron a los 12 dias y
los mas bajos hacia los 21 dias de gestacion, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa p<0.05 (Fig.18).

Estos resultados se confirmaron con un analisis de western blot en donde se observo el
descenso en la expresion de Nucbh-2, a medida que avanza la gestacién. Estos
resultados concuerdan con el perfii de Nesfatin-1, siendo ésta una proteina
anorexigénica, muestra un patron de expresion en placenta antagénico al de algunos
péptidos orexigénicos durante la gestacion, como es el caso de la proteina relacionada
agouti (AgRP) (48,49). Ademas, se observé inmunoreactividad para Nucb2 en placenta
de 19 dias en la decidua y el amnion (Fig.13). De esta manera, Nesfatin-1 es una
proteina que podria contribuir al balance energético de forma dinamica a través de la

gestacion (32).

Por otro lado, Chemerin también conocida como retinoic acid receptor responder protein
2 (RARRES?2) y tazarotene-induced gene 2 protein (TIG2) es altamente expresado en
placenta, higado y tejido adiposo blanco (50,51). Chemerin es sintetizada como un
precursor de 163 aminoacidos. Posteriormente, los primeros 20 aminoacidos de este
péptido hidréfobo, son clivados en la region N-terminal, por una proteasa desconocida,
para formar pro-chemerin. Este Ultimo es secretado como un precursor de 143

aminoacidos, con baja actividad y que puede ser detectado ubicuamente en plasma en
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concentraciones nanomolares (52). Dicho precursor sufre un subsecuente clivaje
proteolitico en la regién C-terminal que activa a Chemerin. Chemerin sefializa a través de
CMKLR1 (chemokine-like receptor 1) o ChemR23 (chemerin receptor 23), los cuales son

expresados en macrofagos, células dendriticas, adipocitos y células vasculares (50).

Uno de los tejidos que mas aporta a la expresion de Chemerin es el tejido adiposo
visceral en donde esta quemoquina regula la diferenciacion y la funcion metabdlica de los
adipocitos. Chemerin ha sido descrita como una adipocitoquina proinflamatoria, debido a
su liberacion en tejido adiposo blanco y a que sus niveles circulantes han sido asociados
con el aumento en el IMC, la acumulacién lipidica, el desarrollo de obesidad y la
resistencia a la insulina (52). Tomando esto en consideracién, Chemerin podria ser un
buen predictor de diabetes (51). La gestacibn es un proceso pro-diabetogénico
fisiolégico, en el cual la regulacion metabdlica juega un papel fundamental, mas aun
cuando de la acumulacion de tejido adiposo en la primera fase, podria depender la
viabilidad fetal en la segunda fase.

Asi mismo, la gestacién constituye un proceso en el que el sistema inmune de la madre
experimenta una adaptacién que impide el rechazo del feto y permite su desarrollo. Una
de las caracteristicas de la gestacién es precisamente el pasar de un perfil de linfocitos
Thl en el inicio de la gestacién, lo cual permite la implantacion (53), caracterizado por
una respuesta pro-inflamatoria mediada por diferentes poblaciones celulares, a un perfil
de linfocitos Th2 de tolerancia inmune hacia la mitad de la gestacién y posteriormente,
regresar al perfil Thl, hacia el final de la gestacién y el inicio del proceso de parto lo que
facilita la expulsion del feto (54). Chemerin ha sido asociada como un marcador de
inflamacién, en enfermedades como artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn
(52). De este modo los niveles de esta adipoquina se han correlacionado con los niveles
de citoquinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-alfa),
Interleuquina 6 (IL-6) y proteina C reactiva. Adicionalmente, Chemerin se cliva en
diferentes fragmentos con acciones pro y anti-inflamatorias (50). Por esta razén,
chemerin constituye un blanco de estudio que podria aportar informacién importante

acerca de este fino balance metabdlico a partir de su estudio en modelo animal de rata.
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En el presente trabajo se estudio la expresion de RARRES-2 en placenta de rata a los
12, 16 y 21 dias de gestacién y los niveles circulantes de Chemerin en las edades
gestacionales antes descritas. El punto de maxima expresion de RARRES-2 se observé
hacia el dia 16 de gestacién y el punto mas bajo hacia el dia 21 de gestacién (Fig.10A).
Este incremento en los niveles de expresién de RARRES-2 en la placenta hacia el dia 16
de gestacion, coincide con el punto en el cual la placenta alcanza su maxima invasividad
a la decidua, mediante la accion de trofoblastos extravellosos y las diferentes sustancias
gue estos secretan, entre estas, metaloproteinasas, citoquinas, interleuquinas
tolerogénicas como es el caso de IL-10 y TGF-beta (55). Normalmente, Chemerin ha sido
documentado como una adipoquina con accion pro-inflamatoria (51), sin embargo, dado
el microambiente de tolerancia inmune que se alcanza en la placenta posterior a la
implantacién, es probable que la accién quimiotactica de Chemerin, si bien se esté
dando, no genere la respuesta observada en otros contextos celulares, sino mas bien un
perfil opuesto contribuyendo al contexto tisular de la placenta en ese momento de la
gestacion. Sin embargo, para apoyar esta hipétesis se requieren estudios funcionales
realizados en un ambiente lo mas cercano posible al microambiente placentario y a esta

edad gestacional.

Adicionalmente, en el presente estudio se determiné el perfil sérico de Chemerin en el
modelo animal de estudio, observando que los niveles mas altos se alcanzaron en el
inicio de la gestacion hacia el dia 8 de gestacion y el punto mas bajo hacia el dia 21,
mostrando un patrén de descenso progresivo y continuo (Fig.16). Este perfil fue descrito
en otras adipoquinas como es el caso de adiponectina y Omentin-1 (34). Dicho perfil
sérico apoyaria la hipétesis antes expuesta de que Chemerin posiblemente actlue
contribuyendo con el establecimiento de un microambiente tolerogénico. Hacia finales de
la gestacion, cercano al parto, el perfil celular e inmune cambia hacia (Thl) (55), siendo
este un patron pro-inflamatorio, el cual se veria reflejado en los bajos niveles de

Chemerin.

De otro lado, los factores neurotroficos o neurotrofinas son proteinas secretadas que
promueven el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia neuronal in vivo e in vitro
(56,57). A la fecha se han reportado cinco factores neurotréficos denominados: el Factor
de Crecimiento Nervioso (Nerve Growth Factor NGF), el Factor neurotréfico derivado de

Cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), la Neurotrofina (neurotrophin- 3
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(NT-3)) y la Neurotrofinas (neurotrophin-4/5 (NT-4/5)) con alta identidad desde Xenopus a

humanos (56).

Entre las caracteristicas de estos factores cabe destacar que solo ejercen su funcion al
unirse al receptor de la proteina madura y presentan alta afinidad por dos clases
diferentes de receptores: tropomyosin-related kinase (Trk) de la familia de receptores
quinasa (TrkA, TrkB y TrkC) y p75""". Con respecto al primero de estos, se observo que
presenta baja afinidad para el NGF, pero alta afinidad para BDNF y las demas
neurotrofinas. Por otro lado, aunque p75 no tiene motivo catalitico, contribuye a la
regulacion de la supervivencia celular neuronal, la diferenciacion y la plasticidad
sindptica, ademas, regula la actividad de los receptores Trk y presenta afinidad por NGF
(56).

Diferentes neurotrofinas han sido implicadas en la regulacién central de la ingesta, el
peso corporal y los procesos patoldgicos que conducen a la obesidad. Entre estas BDNF
ha sido estudiado mas extensamente (57). Inicialmente, las alteraciones en los niveles
normales de BDNF se asociaron con diferentes estados de enfermedad incluyendo
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esquizofrenia y depresién (58). Posteriormente, a
partir de estudios de manipulacion genética en ratdén, en los cuales, se deletaba
parcialmente el gen que codifica a Bdnf (Bdnf+/-), lo que causa que se sintetize la mitad
de los niveles de proteina de Bdnf observados en el genotipo wild-type, se observé un
fenotipo severo de obesidad debido a hiperfagia. En estudios posteriores, se realizé la
delecién especifica en cerebro de Bdnf, la regulacién negativa de Bdnf mediante (short
hairpin RNA) shRNA usando vectores virales y finalmente, se desarroll6 un modelo de
alelo hipomérfico de TrkB que expresé solo un cuarto del total observado en genotipos
wild type. Todos los estudios antes mencionados, se caracterizaron por presentar

hiperfagia, obesidad e imbalance metabdlico e hiperglicemia (59).

Se ha reportado la expresion de TrkB en neuronas del nucleo arcuato (ARC), nucleo
paraventricular (PVN), hipotadlamo lateral, nucleo ventromedial (VMH) y nucleo
dorsomedial del hipotalamo (DMH). Adicionalmente, se ha observado la expresion del
mRNA de Bdnf en el corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, el DMH, el PVN, el

hipotalamo lateral, el area ventral tegmental, la substancia nigra y el nucleo del tracto
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solitario (58,59). En las areas en las que se expresan ambos -Bdnf y TrkB-, es posible
gue ocurra sefalizacién autocrina y paracrina, dada por la activacion de TrkB debido a la
unién con Bdnf, este Ultimo generado a partir de las mismas células o células vecinas
(58).

Adicionalmente, se ha demostrado que Bdnf tiene efectos anorexigénicos, reduce el peso
corporal, contribuye a la restitucion de la sensibilidad a la insulina, la normalidad en los
niveles de glucosa en modelo animal de diabetes (raton bd/bd) y al control del gasto
energético. Dicho efecto podria resultar a partir de la accion de leptina en las diferentes
poblaciones neuronales en las cuales esta presente tanto TrkB como Bdnf mediante
accion paracrina (58). Adicionalmente, se ha propuesto que la accién anorexigénica de
Bdnf puede deberse a la regulacién mediada por la sefializacion a partir del mammalian
target of rapamycin (mTOR) (59).

Debido a que la gestacién es un estado metabdlico dindmico, que se caracteriza por
hiperfagia en la primera mitad del embarazo, en donde se ha comprobado que tiene lugar
una fuerte regulacion central (60), en el presente trabajo se abordé el estudio de la
expresion de Bdnf a nivel de mRNA, proteina circulante e inmunoreactividad en placenta
de 12, 16 y 21 dias de gestacién en modelo animal de rata gestante. En el andlisis de la
expresion del mRNA de Bdnf se observé un incremento de los niveles a medida que
avanza la gestacion, siendo el punto mas bajo hacia 12 dias y el mas alto hacia 21 dias
de gestacion (Fg.10D). Similarmente, en el estudio de TrkB, el nivel de expresion mas
bajo se observo hacia los 12 dias y posteriormente, se observé un incremento en el nivel
de expresion hacia 16 y 21 dias de gestacion, sin diferencias significativas entre estos.
Este patron de expresion fue similar a los resultados obtenidos a nivel sérico, en donde
se observé una disminucién en los niveles de Bdnf al comparar el grupo de ratas
virgenes, con el grupo de ratas gestantes de 12 dias de gestacion, siendo éste el nivel
mas bajo y posteriormente, hacia el dia 16 los niveles aumentan y se mantienen hasta el

final de la gestacion (Fig.19).

Los analisis de expresion de Bdnf y TrkB en placenta mediante inmunohistoquimica y
western blot, mostraron el mismo patron entre estos, detectando la mayor

inmunoreactividad hacia los 12 dias de gestacion y un descenso progresivo a medida
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gue avanza la gestacién, los niveles mas bajos se detectaron hacia el dia 21 de

gestacion (Fig.14), siendo este un patrén inverso al observado a nivel de mRNA y sérico.

A nivel gendmico la correlaciéon entre los niveles del mRNA y proteina es notoriamente
baja, siendo cercana al 40%. Generalmente, las discrepancias se atribuyen a diferentes
niveles de regulacion subyacentes al transcrito y la proteina resultante (61). Entre las
posibles causas de discordancia entre los niveles de mRNA y proteina a nivel general se
encuentran: Disponibilidad de secuencias consenso de reconocimiento (Kozak),
presencia de proteinas reguladoras, regulacion mediada por pequefios RNA (sRNA),
sesgo de codon e indice de adaptacion de codoén, densidad y ocupaciéon ribosomal y
tiempo de vida medio de la proteina (62).

Por otro lado, se ha encontrado una correlacién pobre entre los niveles de mRNA y
proteina de Bdnf posterior a tratamientos con antidepresivos. En este sentido, en un
estudio realizado por Musazzi et al., se concluyd que la proteina de Bdnf se eleva
rapidamente posterior al tratamiento con antidepresivos por mecanismos
postranscripcionales y que la induccion del mRNA de Bdnf es un proceso mas lento (63).
Las posibles causas de esta regulacion pueden ser los puntos de expresion de Bdnf,
pues se ha observado que en las neuronas esta proteina se encuentra localizada en las
dendritas, en donde podria estar expuesta a una rapida respuesta de control
transcripcional (63). Ademas, diferentes estudios han reportado regulacién mediada por
miRNAs hacia Bdnf en respuesta a la administracion de farmacos antidepresivos,
participando en la regulacion postranscripcional de tono fino de la proteina madura
(64,65). Finalmente, se ha descrito la regulacién de la expresion de Bdnf mediada por
proteinas; por ejemplo, en la activacién en el hipocampo participan diferentes quinasas
como PKA, Akt, CaMKs y MAPKSs, las cuales pueden estimular la fosforilacion de la
proteina unida al elemento de respuesta (CREB), el cual incrementa la expresion de
BDNF (66).

La discordancia en los resultados obtenidos entre el perfil de expresién observado a nivel
de mRNA vy los niveles de proteina, refleja los diferentes mecanismos
postranscripcionales que podrian modular la expresion de Bdnf en tejidos neuronales y

no neuronales, como es el caso de la placenta. Es importante mencionar que el patrén de
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inmunotincién observado en la placenta, concuerda con lo descrito previamente (37); sin
embargo, este es el primer reporte del perfil de expresion del sistema Bdnf/TrkB en
placenta de rata en diferentes edades gestacionales, segun el cual se observa un patrén
descendente que podria indicar la importancia de la expresion de este sistema en la
unidad feto-placentaria, en estadios tempranos de la gestacion como ya ha sido descrito
(37,67).

Finalmente, el patrén sérico observado muestra los niveles mas bajos de Bdnf circulante
hacia los 12 dias de gestacion, posiblemente reflejando una regulacion negativa por parte
del incremento en la secrecion de insulina mediada por el aumento en la ingesta y, por lo
tanto, en los niveles de glucosa maternos, caracteristico del inicio de la gestacion, lo cual
permitiria obtener los requerimientos metabdlicos necesarios en los estados de

posimplatacion (33).

Por otro lado, durante la Ultima década el miocito ha sido identificado como una célula
con una alta capacidad secretoria en paralelo con el concepto de adipocito, siendo
identificada como una célula endocrina mayor. Aparentemente, las células musculares
definidas como mioblastos o miocitos tienen la capacidad de producir cientos de factores
secretados (68). Mientras la palabra adipoquina se refiere a factores secretados por el
tejido adiposo, el término “mioquina” 0 miocina, se refiere a proteinas que son secretadas
por el miocito. A partir de la caracterizacién de un numero de éstas, se ha establecido
gue el musculo esquelético es capaz de producir y liberar proteinas que pueden
comunicarse con células localmente en el musculo (autocrino/paracrino) o hacia otros

tejidos distantes (endocrino) (68).

Las mioquinas son parte de una compleja red de comunicacion a nivel corporal y juegan
un papel fundamental en el didlogo entre el musculo esquelético y otros érganos como el
tejido adiposo, el higado, el pancreas y el intestino (69). Entre las mioquinas descritas se
encuentran: miostatin, IL-6, LIF, BDNF, IL-7, IL-8, IL-15, Folistatin e Irisin (68,69).

En el 2012 Bostrom et al., demostraron que el ejercicio fisico tenia la capacidad de
incrementar la expresion en el masculo esquelético de diferentes genes asociados al
gasto energético y particularmente con el metabolismo de lipidos y glucosa (70). Entre

estos genes se encontr6 the type | membrane protein fibronectin type Ill domain
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containing 5 (Fndc5), el cual fue localizado en el locus 1p35.1 y que mostré ser
expresado corriente abajo a la activacién de peroxisome proliferator activated receptor y
co-activator-7a (PGC-1a) (70). El precursor FNDC5 de 32kD es clivado y liberado en
circulacion, esta forma circulante toma el nombre de Irisin, una proteina de 22kD (70). La
expresion de Irisin ha sido reportada en musculo esquelético, masculo cardiaco, tejido
adiposo, higado, cerebro, hueso, pancreas, rifiones y ovario en diferentes niveles. De
acuerdo con la comprensién actual de Irisin, esta ha sido documentada no solo como una

mioquina, sino también como una adipoquina con funciones autocrinas y paracrinas (71).

En este sentido, Wu et al., caracterizaron un tercer tipo de adipocito, los adipocitos beige
o brite (de la union de brown y white). De acuerdo con los autores este tipo de adipocito
presenta caracteristicas intermedias entre los adipocitos blancos y pardos. Este grupo
demostré la expresion de la proteina desacopladora 1 (UCP-1) en esta clase de
adipocitos, asi como su capacidad de incrementar la termogénesis al ser activados por
frio o activadores [33-adrenérgicos. El proceso de estimulacién de adipocitos brite es
conocido como browning, el cual consiste en el desarrollo de adipocitos brite entre
depésitos de adipocitos blancos, especialmente de tipo subcutaneo, probablemente a

partir de mismo precursor celular (70).

Diferentes estudios han demostrado que Irisin puede incrementar el browning en
adipocitos blancos de raton, especialmente adipocitos blancos con alta expresién de
CD137. Irisin actta principalmente sobre el tejido adiposo blanco y mejora el consumo de
energia, lo cual puede reducir la resistencia a la insulina inducida por dieta alta en grasa
(71). Niveles altos de Irisin se correlacionan positivamente con la reduccion de la glucosa
y la concentracion de insulina, asi como el descenso en el consumo de carbohidratos,
sugiriendo que Irisin esta involucrada en la regulacion del metabolismo de la glucosa en

individuos con obesidad inducida por dieta (71).

Los niveles circulantes de lIrisin se correlacionan positivamente con la masa muscular y
negativamente con los niveles de glucosa en ayuno. Moreno-Navarrete et al.,
identificaron una reduccién en la expresion de Fndc5 en tejido adiposo visceral y

subcuténeo, asi como una correlacion negativa con obesidad, leptina, TNF-a y contrario
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a esto, encontraron correlacion positiva con marcadores del tejido adiposo pardo,

marcadores de macrofago, mitocondria y sefializacion de insulina (71).

Tomando en consideracién el perfil de Irisin como una nueva hormona que esta asociada
con un incremento en el gasto energético, termogénesis y browning, es interesante el
andlisis de la expresion de Fndc5 en un tejido endocrino y fundamental en la gestacion
como lo es la placenta. Ademas, el perfil metabdlico de la hembra durante la gestacion,
especialmente en las etapas tardias es descrito como un estado “diabetogénico”. Por
estas razones en el presente estudio se analiz6 el perfil de expresion de Fndc5 en
placenta de rata hacia 12, 16 y 21 dias de gestacién, asi mismo, se estudio el perfil

sérico de Irisin en las edades gestacionales antes mencionadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de inmunoreactividad, en placenta
de 16 y 21 dias se observa un incremento en la inmunoreactidad para Fndc5 en la region
laberintica, la decidua y en los espongiotrofoblastos hacia el final de la gestacion (Fig.12).
Este resultado es concordante con los resultados obtenidos en el western blot, en el cual
se realizé el estudio de los niveles de expresion de dicha proteina en placenta de 16 y 21
dias y en muasculo de las mismas edades gestacionales, como tejido de referencia. En
placenta se observaron mayores niveles de expresion en placenta de 21 dias en
comparacion con el dia 16 de gestacion, mientras en musculo se observé un patrén de
expresion invertido, con un incremento en los niveles de expresion hacia el dia 16 de

gestacioén en comparacion con el dia 21, perfil similar al observado a nivel sérico (Fig.17).

Por otra parte, los niveles de expresiéon a nivel de mRNA de Fndc5 en placenta,
mostraron un incremento hacia 16 dias de gestacion, similar a los niveles circulantes de
Irisin en este periodo gestacional (Fig.9D). Estos resultados demuestran que la placenta,
a pesar de tener un papel fundamental en la regulacion del metabolismo de la unidad
materno-fetal durante la gestacion, probablemente no sea la principal fuente de Irisin a
nivel circulante. Ademas, debido a que la expresion de Fndc5 ha sido documentada en
diferentes tejidos, entre éstos el tejido adiposo blanco (71), es probable que el perfil
sérico observado se deba a un aporte mayor de tejidos como el musculo esquelético y el
tejido adiposo, los cuales constituyen mayor area corporal en comparacion con la

placenta.
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La regulacion de la expresion de Fndc5/Irisin es poco comprendida; recientemente, Zang
et al., reportaron que el efecto de browning inducido por FNDC5, incrementaba debido a
la expresion de la UCP1, que a su vez era mediada por la activacion de la proteina
guinasa mitogénica activada p38 (p38 MAPK) y la proteina quinasa reguladora
extracelular (ERK). En este sistema PGC-1a es regulado mediante la activacion de la via
de sefializacion cAMP/PKA/p38 MAPK vy juega un papel fundamental regulando la
expresion de FNDC5. Ademas, Irisin también promueve la expresion de betatrofina (72).
Por lo tanto, la expresion de PGC1-a en musculo estimula un incremento en la expresion
de FNDCS5 vy la secrecion de Irisin, que actuaria en tejido adiposo blanco estimulando la
expresion de UCP1, mediante la via de activacion p38 MAPK, promoviendo la expresiéon
de betatrofina (72).

Por otro lado, Quinn et al., recientemente reportaron en modelo animal de ratén knockout
para IL-15, el incremento en los niveles de expresiéon de Fndc5 en musculo y el
incremento en los niveles circulantes de Irisin, dependientes al estimulo con IL-15 y el
posible papel de PGC-1a en dicha estimulacién (73). Sin embargo, en la placenta no
existen estudios concluyentes que permitan dilucidar los mecanismos moleculares
encargados de la regulacién de la expresion de Fndc5 y la secrecién de Irisin a partir de
este tejido durante la gestaciébn en modelo animal de rata, el presente constituye el

primer estudio en este contexto a la fecha.
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Capitulo 1b

5.Introduccion primer capitulo — microRNAs

El transcriptoma es definido como la coleccion entera de trascritos de RNA producidos a
partir del genoma de una célula en un momento dado. En las Ultimas décadas, el
advenimiento de las tecnologias de secuenciamiento del RNA (RNA-Seq), junto con el
analisis computacional ha expandido ampliamente nuestro conocimiento acerca del
transcriptoma (74). Las especies de RNAs son extraordinariamente diversas, en
estructura, en tamafo y en funcién. El descubrimiento de los RNAs no codificantes
reguladores, como microRNAs (miRNAs), RNAs largos no codificantes (IncRNASs) y
RNAs circulares (circRNAs), ademas de diferencias en el splicing de exones y regiones
no traducidas 5y 3’ (UTRs), subraya la importancia de la complejidad de la regulacion de

la expresion génica (74).

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs, enddgenos, no codificantes de
aproximadamente 18 a 24 nucle6tidos (nt) de longitud, que regulan la expresion génica
por unién hacia un blanco complementario RNA mensajero (MRNA). A la fecha mas de
2500 miRNAs han sido identificados en el genoma humano, estos pequefios reguladores
estan involucrados en una amplia variedad de procesos bioldgicos de gran importancia,

incluyendo: desarrollo, proliferacién y respuesta al estrés (75).

Se han descrito diferentes vias de biogénesis; a continuacion se describe la biogénesis
canonica. La transcripcion de genes miRNA, es realizada por la RNA polimerasa Il, en el

nacleo y da lugar a un miRNA primario (pri-miRNA), el cual es procesado hacia el
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extremo 5 “capping” y hacia el extremo 3’ (Poliadenilacion), siendo éste una estructura
de doble hebra en forma de tallo y asa. El pri-miRNA es clivado posteriormente por el
complejo microprocesador (compuesto por Drosha y subunidades del complejo
microprocesador DCGR8) generandose el precursor de miRNA (pre-miRNA). Este ultimo
es un duplex que contiene entre 70 a 100nt con regiones sin aparear, adoptando una
estructura de bucle (76). Este pre-miRNA, es posteriormente transportado por exportin 5
del nucleo hacia el citoplasma, en donde sera procesado por Dicer y se genera un
mMiRNA duplex de 18 a 25nt que se acopla con el complejo de Silenciamiento Inducido

por RNA (RISC), formando el complejo denominado miRISC (76).

Para formar este complejo, Argonauta 2 (Ago2), sensa el duplex y escoge la hebra més
inestable termodinamicamente; una vez se descarta la hebra pasajera, la hebra madura
del miRNA es la encargada de guiar el complejo miRISC hacia los blancos de mRNA.
Los miRNAs se unen hacia el mMRNA blanco, mediante complementariedad parcial a
través de la region “seed” o “core” del miRNA, hacia las regiones 3'UTR o 5’UTR del gen
blanco, generando una regulacién negativa de tono fino mediada por represion
traduccional, degradacion y/o clivaje, lo cual resulta en una reduccién en la sintesis de
proteinas (76,77).

Aunque la mayoria de miRNAs muestran un efecto modesto sobre los blancos a regular,
alteraciones en los patrones de expresion de miRNA pueden tener consecuencias
importantes. De esta manera, una lista creciente de miRNAs han sido asociados con la
patogénesis de enfermedades humanas incluyendo, enfermedades cardiovasculares,
enfermedad hepética, enfermedad renal, desordenes psiquiatricos, obesidad,

enfermedades autoinmunes y cancer (77).

Es llamativo que se hayan identificado multiples clusters de miRNA primate-especificos
con expresion restringida a la placenta y a las células trofoblasticas. Esto puede ser un
requerimiento fundamental, asi como también los roedores tienen familias de clusters de
mMiRNAs especificas, expresados Unicamente en la placenta y los trofoblastos. Esto
podria deberse a procesos de adaptacion materna durante la gestacion (74). Durante la
gestacion, la regulacion mediada por miRNAs estd implicada en un amplio rango de

procesos, incluyendo la preparacién del endometrio para la implantacion, la regulacion de
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genes asociados con la respuesta inmune placentaria, el desarrollo placentario y la
angiogénesis. Patrones de expresion anormal de estas moléculas, se han asociado con

placentacién anormal y complicaciones relacionadas con la gestacién (78).

Un reporte basado en microarreglos sobre la expresion de miRNAs en placenta, identifico
especies de miRNA que son diferencialmente expresadas en la placenta comparado con
otros tejidos, como miR-141, miR-23a y miR-136 (79). Otro estudio realizado por Shankar
et al., a partir del andlisis del transcriptoma de la placenta de la rata, mediante RNA-seq,
demostré un patron de expresion diferencial a nivel de mRNA en diferentes regiones de
la placenta la rata, hacia 18.5 dias de gestacién (1). Este resultado es consistente con el
dinamismo de la placenta y el gran numero de funciones que realiza, siendo este patrén
diferencial indicativo de los procesos que cada regién placentaria puede desempefiar en
cada momento de la gestacion.

Posteriormente, Vaswani et al., realizaron un estudio en placenta de rata durante la
gestacion media (dias de desarrollo embrionario E.14.25 a E20), mediante metodologia
de microarreglos, reportaron alrededor del 7% de expresion diferencial entre el intervalo
de edades gestacionales analizadas (80). Este resultado posiblemente se deba al
estrecho rango de edades gestacionales analizadas y a la metodologia empleada ya que,
a pesar de seleccionar 22 mil genes, es posible que genes desconocidos no sean

incluidos en el estudio y estos genes representarian un potencial desconocido.

Por otra parte, Saben et al., mediante metodologia de RNA-seq, demostraron el efecto de
la obesidad materna sobre la expresion diferencial (> 70% de los genes se encontraban
diferencialmente expresados), en diferentes regiones placentarias y afectando
especificamente la sefializacion de la hormona tiroidea, hacia E18.5 (81). Hasta la fecha,
no se encuentran reportes de estudios del perfil de miRNAs en placenta de rata en
diferentes momentos de la gestacion. Por lo anterior, en el presente estudio, por primera
vez se analiz6 el perfil de miRNAs en placenta de rata hacia los dias 12, 16 y 21 de
gestacion. Ademas, se analizo el efecto de la alimentacion ad libitum y con restriccion del
35% en la disponibilidad de alimento, sobre el perfil de expresion a nivel de miRNAs. A
partir de los resultados obtenidos, se buscar hacer un aporte al conocimiento de la

compleja red de regulacion transcripcional que tiene lugar en la placenta de rata.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Animales

El protocolo de procedimientos contemplados en el presente estudio fue aprobado por el
comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Los
animales de estudio (ratas hembra Wistar de 200 - 220g), se adquirieron a partir del
bioterio del Instituto Nacional de Salud de Colombia (INS). Los animales fueron
mantenidos bajo condiciones de luz controlada (12 horas de luz/oscuridad), a una
temperatura de 21 +/- 1 °C, en cajas plasticas de poliestireno, ubicadas en instalaciones
adecuadas para este fin en la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia, de acuerdo con la normativa vigente (18). Se realiz6 el seguimiento del ciclo
estral de las hembras mediante analisis al microscopio del frotis vaginal, de acuerdo con
metodologia previamente descrita (19). Las edades gestacionales se establecieron,
tomando como dia primero el dia siguiente a la copula y se llevo cada grupo a la edad
gestacional correspondiente (n=12 / 12, 16 y 21 dias de gestacion). Posteriormente, cada
grupo se subdividié aleatoriamente de acuerdo con las condiciones de la alimentacién ad
libitum y restriccién de la ingesta en el 35%. Una vez cumplida la edad gestacional a los
animales se les aplico eutanasia siguiendo la normativa legal vigente (18). Se tomaron
placentas sin contaminacion fetal y de membranas coriovitelinas de acuerdo a la

metodologia previamente descrita (20).

6.2. Aislamiento de RNA

Los tejidos embebidos en Trizol® Invitrogen (en una proporciébn 1mL/100mg), fueron
homogenizados usando el microhomogenizador de tejidos PRO2000®. Para la
extraccion del RNA total se empled el kit PureLink® RNA mini kit — Life Technologies. El
RNA total fue cuantificado mediante fluorescencia usando el kit Quibit®, Life

Technologies, Invitrogen y el estudio de calidad del mismo, se realiz6 mediante un
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corrido electroforético en condiciones denaturantes, en el cual se visualizaron las bandas
18S y 28S. Finalmente, se realizé un pool biolégico a partir del RNA total de seis
placentas provenientes de distintas ratas de la misma edad gestacional y equivalentes en
términos de cantidad y calidad de RNA total, de acuerdo a la metodologia previamente
descrita (1).

6.3. Preparacion de librerias y secuenciamiento de
RNA

Las librerias de DNA complementario (cDNA) se construyeron de acuerdo a la
metodologia previamente descrita (22). Para el andlisis de miRNAs se empled el kit
TruSeq® Stranded Total RNA with Ribo-Zero™ Gold Human/Mouse/Rat, en el cual, el
paso inicial involucra la remocién de RNA ribosomal (RNAr), usando oligos blanco
especificos biotinilados, en combinacién con perlas removedoras de RNAr Ribo-Zero ™.
El kit Ribo-Zero Gold Human/Mouse/Rat depleta el RNAr citoplasmatico y mitocondrial.
Seguido de una purificacién, el RNA resultante fue fragmentado por el tratamiento con
cationes bivalentes a 94°C. Los fragmentos cortos de cDNA, purificados fueron ligados a

los adaptadores de secuencia lllumina®.

Las bandas correspondientes a un rango de tamafio de 20-30nt, fueron separadas y
purificadas a partir del gel de acrilamida y posteriormente unidas a adaptadores 3p y 5p,
en dos pasos subsecuentes, cada uno seguido por una purificacion en gel de acrilamida.
Luego, se sintetizaron los cDNAs y se generd una libreria templete de cDNA mediante
amplificacién por PCR. Las librerias amplificadas fueron sometidas a control de calidad y
validacion, los clusters que pasaron los controles fueron secuenciados en el
secuenciador lllumina HiSeq™ 2500. Los detalles de la secuenciacion son los siguientes:
el tamafo de las librerias fue de 100nt y la longitud de las lecturas fue de miRNAs 50nt,
se empled el primer de secuencia forward, es importante anotar que las lecturas de estas

librerias se realizaron con un duplicado técnico.

6.4. Procesamiento de datos provenientes de
MiRNAseq

Los datos provenientes del proceso de secuenciamiento fueron procesados usando la

plataforma web Galaxy (23), empleando dos herramientas: 1) FastQC-ReadQC para
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realizar el control de calidad a los datos crudos y posteriormente 2) Tophat-BOWTIE para
alinear las lecturas secuenciadas con el genoma de Rattus norvegicus (rn5). En este
punto, se generd una tabla de cuentas que fue analizada en pasos subsecuentes como

se describird mas adelante.

6.5. Procesamiento de las lecturas

Se empled el software R en el andlisis estadistico de los datos provenientes del
secuenciamiento (24). Las cuentas de genes se normalizaron y se reportaron como
valores RPKM (Reads per kilobase of transcript per million reads). Se identific6 un
subgrupo de genes diferencialmente expresados ajustando a un punto de corte >2.0
veces de cambio (fold change) para placenta (25). Los perfiles de expresién diferencial
se obtuvieron contrastando las diferentes condiciones metabdlicas (ad libitum y

restriccion) y la edad gestacional (12,16 y 21 dias).

6.6. Analisis de Componentes Principales

Los RPKM de genes diferencialmente expresados fueron sumarizados mediante analisis
de componentes principales (ACP) para discriminar las diferentes condiciones estudiadas
a partir de los perfiles de expresion obtenidos. Este analisis se realiz6 empleando la
matriz de correlaciones de Pearson. Para realizar este andlisis se empled el paquete de
Excel XLSTAT Versién 2016.02.28540.

6.7. Analisis bioinformatico de los datos

Con el objetivo de identificar los miRNAs de interés a partir de la expresion diferencial
gue éstos presenten, se seleccionaron los genes expresados diferencialmente y se
agruparon en clusters. Posteriormente, se realiz6 el andlisis de prediccion de genes
blanco de los miRNAs y finalmente se determinaron las anotaciones biol6gicas
predominantes en cada cluster de miRNAs. El procedimiento antes mencionado se
realizd empleando el software R (version 3.1.0) tomando librerias de Bioconductor
(82,83).
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6.7.1.Analisis de expresion diferencial

En el andlisis de expresion diferencial se emplearon los siguientes contrastes entre
condiciones: p12 ad libitum (I) Vs p12 restringuida (r), p16l Vs pl16r, p21l Vs p21r, p12l Vs
pl6l, pl12l Vs p2ll, p16l Vs p2ll, pl2r Vs pl6r, pl2r Vs p2lr, pl6r Vs p2lr. Para
establecer el listado de genes expresados diferencialmente se normalizo usando la
libreria DESeq (84), la cual hace una estimacion de la dispersién y la media de los
conteos de cada gen y posteriormente, aplica un test basado en la distribucién binomial
negativa de los datos (85). El listado de los genes expresados diferencialmente se
complementé usando la regla fold-change. De esta manera, los genes expresados
diferencialmente, fueron aquellos con un False Discovery Rate (FDR) <0.05 y /o un fold -
change absoluto >2. A partir de este procesamiento se eliminaron miRNAs que no

mostraron expresion diferencial.

6.7.2.Agrupamiento de miRNAs

Para la determinacion de tendencias de expresion diferencial entre los grupos o
comportamientos similares entre los grupos de genes, se empled un andlisis de
agrupamiento o clustering. Se evaluaron los algoritmos jerarquicos de agrupamiento, K-
means y Self-Organizing Maps (SOM) (86,87). En la seleccion del algoritmo y el nimero
6ptimo de clusters se utilizé el indice de Homogeneidad Bioldgica (BHI) que mide la
proporcion de pares de miRNAs agrupados con la misma funcion (88). Se usaron las
librerias clValid y MmPalateMiRNA (89,90). Al finalizar la etapa, cada miRNA fue

asignado a un anico cluster.

A partir de los genes identificados en el analisis de expresién diferencial, se realizd un
nuevo procedimiento de agrupamiento, empleando el programa MultiExperiment Viewer
(91), usando los pardmetros por defecto. Se probaron los algoritmos K-means y Self-
Organizing Maps (SOM) (86,87) y Self-organizing Tree Algorithm (SOTA) (92), usando los

parametros por defecto.
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6.7.3.Analisis de redes de relevancia

Con el fin de establecer posibles redes de co-expresion entre familias de miRNAs o entre
miRNAs individuales, se realiz6 un analisis empleando el algoritmo de redes de
relevancia (93), usando los pardmetros por defecto en el programa MultiExperiment

Viewer (91), a partir del subgrupo de genes expresados diferencialmente.

6.7.4.1dentificacion de genes blanco

A partir de la lista de miRNAs expresados diferencialmente, se import6 la lista de genes
blanco a partir de la base miRDB (94), la cual es una base de dominio publico
http://mirdb.org. miRDB utiliza una herramienta bioinformética, miTarget, que realiza la
prediccion de los targets basada en maquinas de soporte vectorial (SVM) y conjuntos de
datos de entrenamiento (95). Los targets predichos en miRDB tienen puntajes de
prediccion entre 50 y 100, dependiendo de la afinidad entre el miRNA y las posiciones de
enlace en la region 3'UTR del mRNA. Entre mayor sea el puntaje, mayor la confianza
sobre la prediccién. Ademas, esta informacién se complement6 con los coeficientes de
correlacion de Pearson entre los perfiles de expresion del miRNA y cada gen blanco.
Coeficientes cercanos a -1 indicaban una fuerte asociacion lineal entre sus perfiles de

expresion, reforzando el supuesto de represion del miRNA sobre el gen blanco (96).

6.7.5.Analisis de enriquecimiento funcional

A partir del listado de genes blanco, se aplico un analisis de enriquecimiento funcional
usando la prueba exacta de Fisher. En el analisis se usaron las anotaciones ontolégicas
(GO) de los genes blanco (26). El analisis se realiz6 en cada cluster de miRNAs
independientemente, seleccionando los genes blanco con puntaje de prediccién superior
a 60 y correlaciones significativas y superiores a -0.6 (94). Como resultado, se obtuvo un
listado de anotaciones GO representadas significativamente en los clusters de miRNAs
(Fig.21).


http://mirdb.org/
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Figura 21. Metodologia empleada en el analisis de los datos de miRNAs. Los datos
fueron seleccionados por expresion diferencial y posteriormente, complementados con
los datos de miRDB. Paralelamente se realiz6 un agrupamiento de los miRNAs en
clusters segun sus perfiles de expresion. Los resultados de ambas etapas convergen en
un andlisis de enriquecimiento funcional a partir de la informacién contenida en los
clusters.
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7.Resultados

7.1. Analisis de expresion diferencial

El analisis de los contrastes por edad gestacional y condicién nutricional se realizé a
partir de la combinacién de genes mMRNA y miRNAs en cada condicion. De esta manera,
se observé mayor expresion de genes en el contraste 12dL Vs. 16dL (1193 genes), en
comparacion con el contraste 16dL Vs. 21dL (503 genes). Por otra parte, al analizar los
contrastes por condicién nutricional se observé un ligero incremento en el nivel de
expresion génica en el contraste 16dL Vs. 16dR (499 genes), en comparacién con los
contrastes 12dL Vs. 12dR (455 genes), mientras en el contraste 21dL Vs. 21dR se

observé una marcada disminucién en la expresién génica (283 genes) (ver tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de expresidn diferencial por edad gestacional y condicion nutricional.

Contrastes de condiciones analizadas
P12dL | P16dL | P12dL | P12dL | P16dL P21dL | P12dR | P16dLR | P12dR
Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs.
P16dL | P21dL | P21dL | P12dR | P16dR P21dR | P16dR | P21dR P21dR
1193 503 1045 455 499 283 1112 633 999

Posteriormente, se realizd el proceso de depuracién de los datos de expresidn génica
para miRNAs. Este proceso inicié a partir de una base de datos de expresion de miRNAs
compuesta por 373 registros. Una vez realizada la depuracion y la normalizacion de los
datos, la base se redujo a 196 registros (Fig.22A).
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Figura 22. Mapa de calor de expresiéon diferencial de miRNAs de placenta de rata.
Empleando la representacion grafica de mapa de calor se muestran los miRNAs con baja
expresion (color verde), los miRNAs con alta expresion (color rojo) y los genes de
expresion neutra (color negro). A: en la primera figura se muestra el perfil de expresién
diferencial en el total de miRNAs (196 genes). B: en la segunda figura se muestra el perfil
de expresion de 71 miRNAs, seleccionados por representar la mayor variacion en el
conjunto de datos analizados.

7.2. Analisis de Componentes Principales

Con el propésito de contrastar los niveles de expresion génica entre las condiciones
analizadas, se incluyd el andlisis exploratorio de los niveles de expresion génica
mediante Analisis de Componentes Principales. De esta manera, los datos se filtraron por

expresion diferencial e intensidades de expresion reportadas como RPKM.

Se seleccionaron los componentes principales (PC) que retuvieron la mayor varianza. En
la Figura 23 se muestran los dos primeros componentes que corresponden al 97.14% de

la varianza total. El circulo de correlacibn mostré6 una oposicion entre los perfiles de
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expresion observados hacia los 12 dias de gestacion con respecto a los 16 y 21 dias,

tanto en estados de alimentacion ad libitum como con restriccion.

Variables (ejes PC1y PC2: 97,14 %)
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Figura 23. Andlisis de Componentes Principales. En el circulo de correlacién se
muestra diferenciacion de los datos a partir de cada condicién analizada. Se muestra el
porcentaje de varianza explicada (VE) por cada componente principal

7.3. Agrupamiento de miRNAs

A partir de la base de datos de expresion para miRNAs compuesta por 196 registros, se
procedié a realizar el analisis de agrupamiento. En este analisis se encontraron ocho
clusters, que agruparon totalidad de los registros, de tal manera que cada gen fue
agrupado en un cluster de acuerdo al perfil de expresion en las edades gestacionales
analizadas. De esta forma, en el cluster 1 se agruparon 112 miRNAs, cuya tendencia
mostré un leve incremento hacia 16 dias, el cual se mantiene y es progresivo hasta el

final de la gestacion. En el cluster 2, se agruparon 50 miRNAs cuya tendencia mostro los
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niveles mas altos hacia 12 dias y un marcado descenso hacia 16 dias y es constante
hasta el final de la gestacion, mientras el cluster 3 fue compuesto por tres miRNAs, con
un perfil de expresibn que muestra un descenso hacia 12 dias en restriccion, un

incremento hacia 16 dias y una leve disminucién hacia 21 dias de gestacion.

En el cluster 4 se agruparon dos miRNAs que muestran un marcado descenso hacia 16
dias de gestacion, seguido de un incremento en la expresion hacia 21 dias de gestacion.
Perfil contrario al observado en el cluster 5, compuesto por 25 miRNAs, en el cual se
observé un leve incremento hacia 16 dias de gestacion, seguido de un leve descenso
gue se mantiene hasta el final de la gestacién. El cluster 6 y 7 fueron compuestos por un
mMiRNA, en el cluster 6 se observo un perfil descendente conforme avanza la gestacion,
mientras en el cluster 7 se observé un perfil de expresion que sugiere un efecto de la
restriccion nutricional, al observar una disminucion en los niveles de expresién en 12y 16
dias en restriccion y los niveles mas bajos hacia el final de la gestacion. Finalmente, en el
cluster 8 que agrup6 dos miRNAs se observaron los niveles mas altos hacia 16 dias de
gestacion y un descenso hacia el final de la gestacion (Fig.24).
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Figura 24. Perfiles de expresion identificados por técnicas de agrupamiento. En
estas figuras se pueden identificar los diferentes perfiles de expresion encontrados en los
ocho clusters, compuestos por la totalidad de genes diferencialmente expresados. En
cada figura se muestra el total de genes agrupado en cada cluster.

Posteriormente, a partir del analisis de expresion diferencial, se tomaron 71 genes, en los
cuales se encontrd la mayor variacion (Fig. 22B). A partir de este analisis, se obtuvieron
cinco clusters en los cuales cada miRNA tuvo una Unica asignacion. En el cluster 1 se
agruparon 21 miRNAs, los cuales mostraron un incremento hacia 16 dias de gestaciéon y
este perfil se mantiene hasta el final del periodo gestacional. En el segundo cluster se
agruparon 12 miRNAs, los cuales mostraron un incremento en la expresion hacia 16 dias
y los niveles més altos hacia el final de la gestacién, mientras en el cluster 3 se
agruparon dos genes sin variacién aparente en las edades gestacionales analizadas. El
cluster 4 agrup6 20 miRNAs, los cuales muestran los niveles mas altos de expresion
hacia 12 dias de gestacion, mientras en el cluster 5, compuesto por 16 miRNAs, se

observo un incremento progresivo conforme avanza la gestacion (Fig.25).
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Figura 25. Perfiles de expresion identificados por técnicas de agrupamiento. En
estas figuras se muestran los diferentes perfiles de expresion encontrados en los cinco
clusters, compuestos por el subgrupo de genes seleccionados por contener la mayor
variacion, con respecto al conjunto de datos analizados. En cada recuadro se muestra el
total de genes agrupado en cada cluster.

7.4. Analisis de enriquecimiento funcional

A partir del andlisis de agrupamiento realizado, inicialmente se hizo un estudio de
enriquecimiento funcional para los genes blanco de estos miRNAs. Como se muestra en
la tabla 4, para cada uno de los clusters identificados se establecieron los términos
ontolégicos mas predominantes. De esta manera, en el cluster 1 se encontraron genes
regulados cuya funcién esta asociada predominantemente, con morfogénesis y

desarrollo.
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Tabla 4. Términos Ontoldgicos mas representativos de los clusters identificados en el
total de genes diferencialmente expresados.

No. de
Cluster

No. de
miRNAs

GOBPID

TERMINO

Enriquecimiento

P valor

1

112

G0:0048308

“organelle
inheritance”

6.48

1.45E-02

G0:0043620

“regulation of
DNA-templated
transcription in

response to
stress”

3.23

3.93E-02

G0:0002011

“‘morphogenesis
of an epithelial
sheet”

3.11

4.19E-02

G0:0008360

“regulation of
cell shape”

2.30

3.35E-02

50

G0:0003281

“ventricular
septum
development”

4.08

1.94E-03

G0:0016050

“vesicle
organization”

2.94

5.49E-06

G0O:1903364

“positive
regulation of
cellular protein
catabolic
process”

2.87

1.61E-02

G0:0008361

“regulation of
cell size”

2.63

1.36E-03

G0:0007169

“transmembrane

receptor protein

tyrosine kinase
signaling
pathway”

5.07

1.88E-02

GO0:0007167

“enzyme linked
receptor protein
signaling
pathway”

4.29

5.02E-03

G0:0048468

“cell
development”

2.65

3.26E-03

25

G0:0006446

“regulation of
translational
initiation”

411

6.76E-03

G0:1903308

“regulation of
chromatin
modification”

2.77

4.45E-02

G0:0031647

“regulation of
protein stability”

2.72

1.26E-03

G0:0031323

“regulation of

2.29

4.61E-02
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cellular
metabolic
process”
G0:0019222 | “regulation of 2.18 3.90E-02
metabolic
process”
8 2 G0:0010035 ‘response to 3.29 6.45E-03
inorganic
substance”
G0:0048545 ‘response to 3.06 2.15E-02

steroid
hormone”
G0:0042592 “homeostatic 2.38 1.18E-02
process”
GOPBID: Gene Ontology Biological Process ID

En el cluster 2 se agruparon genes regulados cuya funcién se asoci6 con desarrollo y
organizacion celular, en el cluster 4 se encontraron genes relacionados con sefializacion
celular y desarrollo, en el cluster 5 se identificaron genes asociados con la regulacién de
traduccion, en el cluster 6 se agruparon genes asociados con regulacién de procesos
metabdlicos y en el cluster se encontraron ocho genes cuya funcién esta relacionada con
respuesta a hormonas, sustancias y procesos homeostéticos. Los cluster de 3 y 7

estaban compuestos por miRNAs sin genes blanco descritos.

Posteriormente, a partir del grupo de 71 genes se realizé6 nuevamente un analisis de
agrupamiento y enriquecimiento funcional. A partir de este andlisis, se identificaron cinco
clusters, los cuales mostraron funciones biol6gicas mas homogéneas entre grupos. De
esta manera, en el cluster 1 se encontraron genes blanco asociados con funciones de
regulacion negativa de neurogénesis, desarrollo y diferenciacién celular. Mientras en el
cluster 2, los genes blanco estaban relacionados con funciones de regulacion positiva del
ciclo celular, diferenciacion y desarrollo celular. Por otra parte, los genes que
conformaron el cluster 3, estaban asociados con la regulacion de las vias de sefializacién

y desarrollo celulares y de tejidos.

En el cluster 4 se encontraron genes blanco cuya funcion biol6gica estaba mayormente
representada por la regulacién de procesos de transporte celular y procesamiento de
proteinas y finalmente, en el cluster 5 los genes blanco estaban mayormente asociados

con la regulacion de la homeostasis metabdlica y del desarrollo (tabla 5).
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Tabla 5. Términos Ontolégicos mas representativos de los clusters identificados en el
subgrupo de genes seleccionados.

No. de No. de GOBPID TERMINO Enriquecimiento | p valor
Cluster | miRNAs
1 22 G0:0048259 | ‘“regulation of 4.80 8.34E-03
receptor-
mediated
endocytosis”
G0:0010977 ‘negative 3.45 2.27E-02
regulation of
neuron
projection
development”
G0:0016050 “vesicle 3.05 2.04E-02
organization”
2 12 G0:0002011 | “morphogenesis 6.84 2.91E-04
of an epithelial
sheet”
G0:1901989 “positive 4.96 3.01E-02
regulation of cell
cycle phase
transition”
GO:0050770 | “regulation of 3.33 4.44E-03
axonogenesis”
3 2 GO0:0007169 | “transmembrane 5.07 1.88E-02
receptor protein
tyrosine kinase
signaling
pathway”
G0:0007167 | “enzyme linked 4.29 5.02E-03
receptor protein
signaling
pathway”
G0:0048468 “cell 2.65 3.26E-03
development”
4 20 G0:0034067 “protein 7.46 4.01E-02
localization to
Golgi
apparatus”
G0:0042147 ‘retrograde 4.45 4.49E-02
transport,
endosome to
Golgi”
G0:0032436 “positive 3.91 4.93E-02
regulation of
proteasomal
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ubiquitin-
dependent
protein catabolic
process”

G0:1903311

“regulation of
mRNA
metabolic
process”

3.29

4.68E-02

G0:0009791

“post-embryonic
development”

3.17

4.76E-02

G0:0016570

“histone
modification”

2.48

3.59E-03

GOPBID: Gene Ontology Biological Process ID

7.5. Identificacion de redes de relevancia

Se realiz6 un analisis de redes de relevancia con el propésito de identificar posibles

interacciones entre familias de miRNAs o miRNAs individuales. Se identificaron dos

redes de interaccion; en la primera se identificé la interaccién entre 52 miRNAs (Fig.26A)

y en la segunda red se identific la interaccioén entre 7 miRNAs (Fig.26B). Este analisis

revela la interaccion independiente de 59 mMiRNAs del subgrupo de 71 genes

diferencialmente expresados. Las lineas en rojo presentaron las interacciones positivas,

mientras las interacciones negativas se observaron con lineas azules.
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Figura 26. Redes de relevancia identificadas de miRNAs en placenta de rata. En
esta representacion gréafica se pueden identificar dos redes. A: Esta red fue compuesta
por 52 miRNAs, algunos de los cuales tienen lineas azules representando menores
conexiones con otros genes y de esta manera, las lineas rojas representan genes con
mayor numero de conexiones. B: Esta red fue compuesta por siete miRNAs (Mir-881,
Mir-741, Mir-743a, Mir-758, Mir-3580, Mir-883, Mir-183).

7.6. ldentificacion de genes blanco

A partir del andlisis de genes blanco se determiné que 22 miRNAs identificados en el
presente estudio y que se encontraban expresados diferencialmente, no tienen reportado
a la fecha gen blanco. En el segundo analisis, a partir de los 71 miRNAs escogidos, no se
les identifico gen blanco a cuatro miRNAs. En este andlisis, se determiné el score tedrico
de interaccién entre miRNAs y los genes blanco predichos, ademas, se identificaron
genes con coeficientes de correlacion positivos y negativos. Finalmente, se determiné el
maximo fold change de los genes blanco predichos con respecto a la posible accién de
los miRNAs (tabla 6).
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Tabla 6. Representacion de genes blanco de miRNAs identificados.

miRNA Gen blanco Fold change Score Correlacion
rno-miR-300 Map2k3 1.4 62 -0.99
rno-miR-363 Ptpro 19 85 -0.97
rno-miR-495 Prdml 2.1 77 -0.97
rno-miR-543 Vegfa 5.1 56 -0.96
rno-miR-466d Noval 7 60 -0.96
rno-miR-204 Tripl2 2.2 71 -0.95
rno-miR-23a Psgl19 14 71 -0.94
rno-miR-204 Atplb3 3 62 0.99
rno-miR-871 Cpne4 5.2 58 0.99
rno-miR-382 Negrl 66 51 0.98
rno-miR-200c Smarcadl 5.3 72 0.98
rno-miR-20b Sema4b 2.2 62 0.96
rno-miR-3580 Usp9x 4.7 92 0.96
rno-miR-743b Cast 2.8 79 0.96

Fold change: Maximo fold change observado con respecto a los niveles de expresion del

gen blanco. Score: score de afinidad entre el miRNA y el gen blanco.
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8.Discusioén

En el estudio exploratorio de los datos se realizé un analisis de componentes principales,
esta técnica permite reducir la dimensionalidad de los datos y crear nuevas variables que
expliqguen la variabilidad de los mismos. De esta manera, a partir de los registros de
expresion génica (que constituirian eigenvalues), se crean eigenvectores que
representan de forma global la variabilidad contenida en el grupo de datos de estudio
(97,98), permitiendo un abordaje exploratorio de los mismos. En el presente estudio, se
detect6 un patrén segun el cual, los eigenvectores correspondientes a la variabilidad de
los datos de expresion de miRNAs en placenta de 12 dias de gestacion, en ambas
condiciones de alimentacion (ad libitum y con restriccion), tienen un perfil opuesto al
observado en 16 y 21 dias de gestacion. Por el contrario, los eigenvectores
correspondientes a la variabilidad de los datos de expresion de miRNAs en placenta de
16 y 21 dias de gestacion, muestran un perfil similar entre estos (Fig.3); es importante
mencionar que esta representacién reune la variabilidad del 97.14% de los datos

analizados.

Esta diferenciacion entre edades gestacionales, se habia observado previamente en el
analisis de expresidon de mRNA, presentado en el primer capitulo (Fig.3 capitulo la),
identificando un perfil de expresion no correlacionado por edad gestacional analizada,
pero correlacionados en cada punto con respecto a la condicién de alimentacion. Sin
embargo, en esta figura se observa un perfil opuesto entre 12 y 21 dias de gestacion y
como punto intermedio en el plano factorial, 16 dias de gestacion, diferente a lo
observado en el analisis de miRNAs. Este analisis es valioso ya que a la fecha el
presente trabajo constituiria el primer reporte de analisis de expresion a nivel de mRNA 'y

miRNA en placenta de rata hacia 12, 16 y 21 dias de gestacion.

Por otro lado, en el presente estudio se realiz6 un andlisis preliminar de expresion
diferencial haciendo contrastes entre las edades gestacionales y las condiciones de
alimentacion estudiadas. A partir del conjunto de datos inicial (196 registros), se obtuvo
un primer perfil, el cual se presenté de acuerdo al radio de expresion, usando el grafico

de mapa de calor. De esta manera, los genes con expresion mas baja se observan en la
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parte superior del grafico, mientras los genes con los niveles mas altos de expresion se
ubicaron en la seccion inferior de la representacioén grafica, lo que permitié identificar la
zona de mayor variabilidad en términos de expresion génica (zona intermedia), en el
conjunto de datos analizado (Fig.22A y 22B). A partir de esta zona de mayor variabilidad
compuesta por 71 genes, se realizé6 un nuevo andlisis de agrupamiento del cual se
obtuvieron cinco clusters con funciones biolégicas bien diferenciadas, las cuales se

presentan en la tabla 5.

Partiendo del objetivo de las técnicas de agrupamiento, el cual es subdividir el conjunto
de datos de tal manera que los registros con caracteristicas similares correspondan a un
mismo grupo y aquellos con perfiles diferentes se ubiquen en grupos distantes (99), en el
segundo andlisis a partir de los 71 registros, se obtuvo un patrén mas homogéneo en los
grupos y mas distante entre estos, lo cual fue validado mediante enriquecimiento
funcional con términos ontologicos de funcién biolégica. De tal manera, que el cluster 1
es caracterizado por la presencia de genes blanco relacionados con regulacion negativa
del desarrollo axonal, mientras el cluster 2 es caracterizado por la presencia de genes
blanco asociados con regulacién positiva del ciclo celular y la axogenésis, representando
perfiles antagdnicos. Por otra parte, en el cluster 3 se encontraron genes blanco
asociados con la regulacion de la sefializacion celular, en el cluster 4 genes blanco
asociados con procesos de localizacion y transporte de proteinas, mientras en el cluster
5 se observdé un mayor enriquecimiento con términos asociados a la regulacion de la

homeostasis metabdlica.

Un resultado valioso del presente trabajo, es la identificacion de perfiles de expresion
génica en grupos de genes, ya que ésto podria implicar la co-regulacion de grupos de
genes en la placenta, a partir de miRNAs, durante la gestacién. De esta manera, en el
primer cluster, el cual agrup6 21 genes, se observo un incremento hacia 16 dias, el cual
se mantiene hasta el final de la gestacién (Fig.25). Mientras el cluster 2, mostré un
incremento progresivo a través de la gestacion, con un pico hacia 21 dias de gestacion.
Mientras el cluster 4, que fue compuesto por 20 genes, mostré un descenso hacia 16
dias, el cual se mantuvo hacia el final de la gestacion. En este sentido Yu et al.,
demostraron que en genes regulados por la misma maquinaria transcripcional, se pueden

encontrar co-expresados y pueden compartir una misma funcién (100). Sin embargo,
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para determinar la co-regulacién entre los grupos de miRNAs identificados, son

necesarios estudio funcionales complementarios.

A partir de los resultados antes mencionados y ante la posibilidad de encontrar redes de
regulacién, en el presente estudio se realizé un andlisis de redes relevantes. En el cual
se observaron nodos con grados variables de conectividad cruzada. De esta manera,
cada nodo fue interconectado con otros nodos formando una red (93). Este método
permite la conexion entre diferentes caracteristicas y correlaciones tanto positivas como
negativas (101). Se identificaron dos redes de interaccion génica; la primera compuesta
por 52 miRNAs y la segunda por siete miRNAs. En la primera red de interaccion se
observan correlaciones positivas y negativas entre los diferentes miRNAs, mientras que
en la segunda red solo se observan interacciones con correlacién positiva, lo que sugiere

la identificacién de un grupo de genes posiblemente co-regulados.

Al realizar una busqueda de la literatura, no se encuentraron registros que asociaran
previamente a este grupo de siete miRNAs (mir-881, mir-183, mir-883, mir-3580, mir-758,
mir-743a y mir-741). Por otro lado, al realizar un analisis del perfil de genes con
correlacion positiva y negativa, la mayoria de estos miRNAs estan asociados con la
regulacion de genes blanco involucrados con sefalizacién, crecimiento celular vy
metabolismo. Sin embargo, son necesarios estudios funcionales para validar esta

hipétesis.

Finalmente, se realiz6 un analisis predictivo de los genes blanco a regular, lo cual
permitié establecer el tipo de regulacion (positiva o negativa), mediante estudio del
coeficiente de correlacion de Pearson. Ademas, se establecié el score de interaccion
entre miRNAs y genes blanco predichos y el maximo fold change de los genes blanco
predichos con respecto a los niveles de expresién del miRNA correspondiente. En la
tabla 6 se observa una pequefia seleccion de los miRNAs y los genes blanco predichos,
asi como los parametros antes mencionados. Estos datos se deben confirmar por
técnicas de PCR en tiempo real y metodologias complementarias, para determinar la

validez de la prediccion.
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Capitulo 2

9.Introduccion Capitulo 2- Traslacion hacia la
fisiologia de la gestacion humana

La gestacion es un estado fisiolégico caracterizado por el dinamismo y la plasticidad en
los procesos que daran lugar a nuevos tejidos, 6rganos Yy la regulacién de cada uno de
ellos. Se han identificado periodos criticos para el desarrollo y para la influencia de
factores medioambientales, traducido este efecto en marcas epigenéticas que
condicionaran el perfil de desarrollo de un érgano o el sentido de una via de regulacién

hormonal, metabdlica o inmune, entre otras.

En este sentido, a mediados de la década de los 80s, David Barker demostro el efecto de
la hambruna a la que fueron sometidas mujeres gestantes holandesas en lo que se
denomind ‘hunger winter’ que tuvo lugar durante la segunda guerra mundial, sobre el
incremento en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares e hipertensién temprana
durante la edad adulta (102). Este precepto, segun el cual una nutricion deficiente en
periodos criticos de desarrollo in Utero, podria incrementar el riesgo de desarrollar
enfermedades en la vida adulta, fue denominada inicialmente “Hipétesis de Barker”,
posteriormente, “El origen fetal de las enfermedades adultas” y actualmente se le conoce
como “El origen de la salud y la enfermedad durante el desarrollo” (the Developmental
Origins of Health and Disease (DOHaD)) (102).

En la hambruna holandesa, la disponibilidad de alimento pronto regresé a la normalidad,
creando un “mismatch” entre las senales correspondientes a los niveles de inanicion in

Utero y una adecuada nutricibn posnhatal, resultando esencialmente en una mala
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adaptacion y conduciendo a una mayor susceptibilidad a enfermedades crénicas en la
vida adulta. Posteriormente, estudios longitudinales y retrospectivos en humanos, han
descubierto que, ademas del desarrollo in Utero, el periodo que comprende la infancia

temprana también juega un papel importante en el bienestar en la vida adulta (103).

De esta manera, como lo menciond Barker, el ambiente materno influye importantemente
en la programacion fisiolégica del nuevo ser, constituyendo la placenta un papel
fundamental en dicha programacion, al representar la primera via de comunicacion entre
la madre y el producto de la gestacion. Recientemente, se han identificado patrones de
metilacibn como respuesta a estimulos y agresiones a nivel del microambiente
placentario, los cuales influirian directamente sobre la salud del producto de la gestacion
a corto y largo plazo (104). Dichas alteraciones son asociadas a complicaciones a corto
plazo que incluyen el crecimiento fetal y un incremento de la morbilidad perinatal, asi
como consecuencias adversas a largo plazo en la salud de la descendencia. De acuerdo
con la teoria DOHaD una prevencion exitosa de enfermedades metabdlicas en el adulto,

se podria alcanzar mediante una correcta intervencion durante la gestacion (105).

La placenta es un érgano transitorio, con una capacidad evolutivamente conservada de
adaptacion a las caracteristicas del entorno. De esta manera, el perfil de desarrollo
placentario y fetal, dependera de la informacion proporcionada a partir del entorno en
forma de regulacion hormonal, niveles de nutrientes y oxigeno, entre otros. Por lo tanto,
ante condiciones de estrés en las que se ve comprometido el aporte de la madre hacia el
feto, las funciones placentarias, incluyendo el transporte transplacentario de nutrientes y
el crecimiento placentario, pueden ser inhibidos directamente, contribuyendo a un
descenso en el crecimiento fetal. En contraposicion, en condiciones de sobre-nutricion, el
monitoreo placentario de nutrientes, puede conducir a un incremento en la funcion,

contribuyendo directamente al sobre-crecimiento fetal (105).

Por otra parte, la preeclampsia es la principal causa de morbilidad y mortalidad materna a
nivel mundial, siendo responsable de complicaciones en alrededor del 2 al 8% de las
gestaciones, las cuales pueden conllevar a consecuencias serias en la salud de la madre
y el feto (106). A nivel materno, ademas de hipertension y proteinuria, la patologia puede

progresar con una extendida microangiopatia que afecta principalmente el higado, el
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rindon y el cerebro. Como consecuencia de la enfermedad se puede presentar
trombocitopenia, disfuncién hepatica, anemia hemolitica, falla renal aguda, abruptio de
placenta, alteraciones visuales, convulsiones y muerte materna. En el feto, el desarrollo
de preeclampsia se ha asociado con restriccion en el crecimiento intrauterino vy
prematuridad (106).

Ademas, una particularidad de esta enfermedad es el hecho que puede ser resuelta
mediante la remocién de la placenta, siendo esto una prueba del papel central de este
organo en su fisiopatogenia. Esto es apoyado por la asociacién entre preeclampsia y
placentas grandes asi como, con multiples gestaciones. Por otra parte, se ha identificado
una asociacion entre el desarrollo de preeclampsia y el bajo (4 - 5 veces) como el alto
peso al nacer (2 - 6 veces) (2), lo cual tiene que ver directamente con la salud perinatal y

las consecuencias futuras en la salud de la poblacion joven.

Entre los mecanismos moleculares asociados con el desarrollo de preeclampsia, se
encuentra un desbalance en la expresion de genes, asociados con procesos de gran
importancia en la madurez placentaria, la angiogénesis y la invasion placentaria,
generando un patron de expresion génica y sérico caracteristico de dicha enfermedad.
Entre estos genes se encuentra Fms-like tyrosine kinase 1 (Flt-1) el cual funciona como
receptor para el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial 1 (VEGF-1) y para el Factor
de Crecimiento Placentario (PIGF). En mujeres preeclampticas se ha observado un
incremento en los niveles séricos de Flt-1 y endoglina soluble, acompafiado de una

disminucion en los niveles de VEGF y PIGF, a lo largo de la gestacion (106,107).

Por otra parte, en cuanto a la alteracion en la invasividad placentaria, actualmente se
manejan diferentes hipétesis que involucran diversos componentes de la fisiologia
placentaria, entre los cuales se encuentran la regulacion mediada por las células Natural
Killer uterinas (UNK), alteracion en los procesos de remodelacion de las arterias espirales
uterinas y de “pseudovasculogénesis”, en el cual los citotrofoblastos se diferencian de un
fenotipo epitelial a uno endotelial, lo cual favorece el proceso de invasion vascular
(106,107).

Una evaluacion temprana, antes del establecimiento de la disfuncién placentaria, podria

contribuir a un mejor prondstico y tratamiento oportuno en la préactica clinica. Numerosos
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estudios han demostrado que la concentracion anormal de marcadores séricos durante el
primer trimestre, estan asociados al establecimiento de preeclampsia y parto pretérmino
(108).

Sin embargo, la preeclampsia es una enfermedad heterogénea, lo cual implica un desafio
para su diagndéstico y tratamiento oportunos. A pesar del avance en la comprension de
los mecanismos moleculares asociados a esta patologia, un porcentaje importante de
pacientes, no presentan el perfil sérico antes descrito, ni una sintomatologia que permita
su identificacion temprana. Por lo anterior, este es un campo de estudio en el que se
busca la implementacion de modelos de diagnostico y seguimiento robustos, que
permitan la identificacién de caracteristicas comunes entre las diferentes presentaciones
de la enfermedad. En este sentido, el estudio del transcriptoma, el proteoma y el
secretoma de la placenta y su extrapolacion a nivel sérico, representa una alternativa
innovadora que promete develar nuevos mecanismos hasta ahora desconocidos y
posibles nuevos blancos terapéuticos. Adicionalmente, para evaluar la funcién
placentaria se ha establecido la necesidad de incluir la determinacion del indice de flujo
de arterias uterinas mediante Doopler y recientemente se incluyé el seguimiento de
pardmetros antropométricos como peso previo y ganancia de peso durante la gestacion.
Todo esto con el fin de caracterizar con mayor rigurosidad la gestante y asi identificar

caracteristicas que pueden ser de importancia clinica.

De acuerdo con el boletin del Sivigila para la semana epidemiolégica 09 de 2016 en
Colombia se han notificado 68 muertes maternas. Un 20% corresponde a trastornos
hipertensivos, siendo la fuente causal con mayor porcentaje, seguido de las
complicaciones hemorragicas y sepsis obstétrica con 14 y 12%, respectivamente (109).
Teniendo en cuenta este panorama en nuestro pais, es necesaria la exploracién e
implementacion de alternativas para el diagnéstico y seguimiento oportuno de las

gestantes en los diferentes contextos sociales y culturales que nuestro medio representa.

En el presente trabajo, por primera vez se realiz6 el estudio y seguimiento de una cohorte
longitudinal de mujeres gestantes que asistieron al servicio de ginecobstetricia del
Hospital de Engativd, Bogota D.C., entre 2012 y 2015, con el fin de extrapolar los

resultados obtenidos en el andlisis del transcriptoma de la placenta de rata, hacia la
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fisiologia de gestacibn humana. Ademdas, se analizaron diferentes parametros
bioguimicos, antropométricos y de imagenes diagndsticas, con el propésito de obtener la
mayor cantidad de informacién posible, en cada una de las edades gestacionales
analizadas que permita predecir o diagnosticar tempranamente los desenlaces materno-

perinatales y contribuir al conocimiento de la fisiologia durante la gestacion.

10. Materiales y Métodos

10.1.Poblacion y disefo del estudio

El presente trabajo se realizé en el marco del proyecto “Valor de biomarcadores séricos
en la prediccion del desenlace materno-perinatal de la gestante y su evolucion a 6
meses”, el cual fue financiado por Colciencias (cédigo: 110154531660). En total se
captaron 477 mujeres gestantes entre las semanas 11 a 13 de gestacion, las cuales
asistian al servicio de Ginecobstetricia - Promocién y Prevencion del Hospital de
Engativa, Bogota .D.C. Todas las mujeres incluidas en el estudio firmaron el formato de
consentimiento informado avalado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia. La edad gestacional fue determinada por el reporte

de la fecha de la ultima menstruacion y confirmada por ecografia de primer trimestre.

Los criterios de inclusién fueron: gestacion con feto Unico, IMC normal, curso clinico
normal, con edad gestacional comprendida entre las 11 y las 13 semanas, facilidad de
seguimiento hasta los seis meses posparto y firma del consentimiento informado. Los
criterios de exclusién consistieron en antecedentes de hipertensién cronica, enfermedad
vascular, enfermedad renal, historia familiar de diabetes mellitus, diabetes mellitus
gestacional, sindrome de ovario poliquistico o el uso de corticoides, beta bloqueadores,
agonistas del receptor beta adrenérgico y otros medicamentos que pueden tener efecto

directo sobre el metabolismo.
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Las variables analizadas fueron peso, talla, IMC, presion arterial sistolica, presion arterial
diastolica, presion arterial media y variables bioquimicos como la concentracion sérica de
glucosa, insulina, HOMA IR, perfil lipidico completo y proteina C reactiva. Ademas, se
realizé el estudio de flujometria Doppler de las arterias uterinas. Estas variables se
midieron durante los tres periodos de la gestacién y a los tres meses posparto. Las
pacientes fueron seguidas a lo largo de la gestacién con anmanesis, examen fisico,

laboratorio de control prenatal usual y ultrasonido obstétrico.

Para el analisis comparativo del perfil sérico de los productos de cada uno de los genes
estudiados entre gestantes sanas y gestantes con preeclampsia, se realizé un disefio de
estudio de casos y controles anidado en la cohorte. La incidencia de preeclampsia en la
cohorte estudiada coincidié con lo reportado en la literatura, como se describira mas
adelante.

La cohorte final la conformaron un total de 450 mujeres gestantes seguidas durante el
primero (semanas 11-13), segundo (semanas 24-25) y tercer periodos de la gestacion
(semanas 34-36). Los casos fueron constituidos por un subgrupo de mujeres que
desarrollé preeclampsia durante el seguimiento (n=30) y los controles fueron mujeres con
desenlace obstétrico y perinatal normales, quienes fueron seleccionadas aleatoriamente
a partir de la cohorte ensamblada inicialmente. Dicha seleccion aleatoria fue

representativa en términos de datos demogréficos.

El diagndstico de preeclampsia se baso en el criterio expuesto por the American College
of Obstetrics and Gynecology (ACOG), establecido a partir de las recomendaciones del
the Task Force on Hypertension in Pregnancy. Segun el cual, debido a la naturaleza de
dicha enfermedad este comité de expertos elimino la dependencia de la presencia o

ausencia de proteinuria para el diagnostico de preeclampsia (110).

Por lo tanto, en ausencia de proteinuria la preeclampsia debe diagnosticarse en asocio
con otras caracteristicas clinicas del sindrome, tales como: trombocitopenia (un conteo
de plaguetas por debajo de 100.000/uL), alteracién en la funcién hepatica (niveles
elevados de transaminasa hepatica, doblando el valor normal), desarrollo de falla renal

(niveles elevados de creatinina sérica mayores de 1.1mg/dL o el doble en ausencia de
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otra enfermedad renal), edema pulmonar o cerebral o alteraciones visuales (110). Dicha
recomendacion obedecié al alto porcentaje de casos diagnosticados con preeclampsia en
los cuales no se detecté proteinuria o fue de inicio tardio (111). En este sentido, el
desarrollo de preeclampsia leve se definio6 como la presencia de hipertensién (presion
2140-90 mmHg o superior en al menos dos ocasiones separadas en al menos 4 horas),
detectada por primera vez posterior a las 20 semanas de gestacion y hasta 24 horas
posterior al parto. Combinado con proteinuria (=300mg en orina de 24 horas) en algunos
casos, en los cuales dicha determinacion se realiz6 como parte del seguimiento médico
realizado en la institucion médica que atendio el evento; en los demas casos, como se
menciond, el diagndéstico se hizo en asocio con otros sintomas del sindrome. Las
pacientes fueron diagnosticadas con preeclampsia leve en un promedio de 34-34.9
semanas de gestacion. Ninguna de las mujeres que desarrollaron preeclampsia o los

controles, recibieron medicamentos antes de la toma de muestra.

En el presente estudio también se incluyé un grupo de 20 mujeres sanas no gestantes,
emparejadas por edad con respecto a la poblacion de seguimiento, quienes fueron
seleccionadas de acuerdo al andlisis de los niveles de progesterona, glucosa, insulina y
el perfil lipidico. Esta captacion se realizo en paralelo con el seguimiento de la cohorte de
mujeres gestantes, durante la fase folicular (dias 3-5) y lutea (dias 21-23) del ciclo
menstrual. El periodo de tiempo que constituyd el ciclo menstrual en cada caso fue
determinado a partir del primer dia de sangrado menstrual, hasta el dia anterior al

siguiente ciclo menstrual.

10.2. Analisis bioquimicos

Para las diferentes determinaciones bioquimicas, la toma de muestra se realiz6 por
venopuncién en la region antecubital del brazo de acuerdo al Manual para Obtencién y
Envio de Muestras para Analisis de Eventos de Interés en Salud Publica (112), usando el
sistema venoject. La muestra se tomo en condicion de ayuno de 10 a 12 horas, tanto en

el caso de las mujeres gestantes como en el caso de las mujeres no gestantes. Las
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muestras de suero fueron separadas posterior a una centrifugacion a 4500 rpm por 8min,

divididas en alicuotas y almacenado a -80°C hasta el desarrollo de los ensayos.

La determinacion de las concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos, colesterol total
y colesterol HDL, se realizé usando métodos enzimaticos (LIAISON® Analyzer, Saluggia,
Italy). La determinacién de los niveles de insulina sérica se llevd a cabo por
guimioluminiscencia (Elecsys 2010, Roche Diagnostics. Mannheim, Germany). El score
de resistencia a la insulina “The homeostasis model assessment (HOMA-IR)”, fue
calculado usando la férmula propuesta por Matthews et al., (concentracién de insulina
sérica en ayuno expresada en IU/mL x concentracion sérica de glucosa en ayuno
expresada en mmol/L / 22.5) (113). En mujeres no gestantes se determind la
concentracion sérica de progesterona por quimioluminiscencia (Roche Elecsys 1010
Inmmunoanalyzer, Boulder, CO, USA) de acuerdo con la metodologia descrita
previamente por Rouen et al., (114).

10.3. Analisis sérico de las proteinas de estudio

La seleccion de las proteinas de estudio en el modelo humano de gestacion, se realizé a
partir del andlisis del transcriptoma de la placenta de rata, descrito previamente en el
capitulo I. Con base en la lista de genes confirmados y cuyo patron sérico fue estudiado
en modelo de rata gestante, se determind la lista de proteinas de interés a estudiar en
suero de mujeres gestantes. De esta manera, entre las proteinas a medir se encontraron:

Chemerin, BDNF, Irisin, Folistatin, Meteorin y Omentin-1.

Para el estudio de cada una de estas proteinas se adquirieron kits de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) comercialmente disponibles. Para el analisis
del perfil sérico de Chemerin se empleé el kit Adipo Bioscience, Inc; Cat. No. SK00171-
01. La sensibilidad de este ensayo fue de 15.6 pg/mL, los coeficientes de variacion intra e
inter-ensayo fueron de 4-6% y 8-10%, respectivamente. Con un rango de deteccion entre
31.25 y 2000 pg/mL. Por otra parte, los niveles circulantes de BDNF se determinaron
usando el kit Cat. No. ab99978.; Abcam, el limite de detecciéon fue de 80 pg/ml y los

coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron <10 y <12%, respectivamente. El
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analisis sérico de Omentin-1 se realizé usando el kit Millipore Co.; Cat. No. EZHOMNTN1-
29K-USA. La sensibilidad de este ensayo fue de 0.23 ng/mL, mientras que los

coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron <8 y <10%, respectivamente.

La determinacion de los niveles séricos de Irisin se realiz6 usando el kit Phoenix
Pharmaceuticals, Inc; cat. No. EK-067-52, el rango de deteccion fue de 0.07-1024.0
ng/mL, los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de 8.0% y 9.0%,
respectivamente. El andlisis del perfil sérico de Meteorin se llevé a cabo usando el kit
Uscn Life Science Inc. Cat. No. SEH662Hu, el rango de deteccion fue de 0.156—10 ng/mL
y los coeficientes de variacion intra e inter- ensayo fueron de 9 y 10%, respectivamente.
Finalmente, la evaluacion de los niveles circulante de Folistatin se realiz6 usando el kit
Cat. No. ab113319. Abcam, Cambridge, MA, USA. Con una sensibilidad de <0.5 ng/mly
unos coeficientes de variacion intra e inter-ensayo de 10 y 12%, respectivamente.

Adicionalmente, se analizé el perfil sérico de factores pro y anti-angiogénicos, cuyos
perfiles séricos estan ampliamente descritos como fue el caso de endoglina soluble
(seng) (ab100507), Factor de Crecimiento Placentario (PIGF) (ab100629) y el Receptor 1
del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular soluble (SVEGFR-1) o Flt-1 (ab119613). El
analisis de estos biomarcadores contribuyé al diagnéstico de preeclampsia, como
complemento al seguimiento antes descrito, de acuerdo a lo reportado en estudios

previos (115). Se verificé el perfil sérico del grupo control.

Por otra parte, en el presente trabajo se realizé el andlisis de algunas proteinas
previamente descritas de importancia metabdlica durante la gestacion, las cuales no solo
sirvieron como control interno de las muestras usadas, sino que contribuyeron al andlisis
estadistico y de plausibilidad biolégica en algunos casos. De esta manera, el analisis de
adiponectina, una adipocitoquina cuya accién incrementa la sensibilidad a la insulina y
esta asociada con reduccion de peso y de la resistencia a la insulina en diferentes
poblaciones (116), se realiz6 en dos momentos del estudio: inicialmente al hacer el
andlisis de Chemerin y posteriormente para contrastar las determinaciones de lIrisin y
Omentin-1. En el primer caso, se empled el kit Human HMW Adiponectin/Acrp30
Quantikine ELISA Kit. Cat. No. DHWADO. La sensibilidad del ensayo fue de 0.195
ng/mL, mientras que los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de 2.6-3.7%

y 8.3-8.6%, respectivamente. El rango de deteccion fijo es de 3.9-250 ng/mL.
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En el segundo caso, se emple6 el kit Abcam; cat. No. ab99968, en el cual la
concentracion minima detectable de adiponectina fue menor a 25.0 pg/mL, los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de 10 y 12%, respectivamente. Los
resultados de esta ELISA correspondieron al perfil previamente descrito (117,118). Todos
los andlisis se realizaron por duplicado, se obtuvo la media y la desviacion estandar de
cada determinacion, la cual fue usada en los andlisis estadisticos posteriores; en todos
los casos los datos se encontraron en el rango establecido por la curva de calibracién.
Cada kit fue especifico para humano y sin reactividad cruzada detectada o previamente
descrita.

10.4.Estudio de inmunoreactividad

El analisis de inmunoreactividad para las proteinas seleccionadas se realiz6 como se

describe a continuacion:

La inmunoreactividad de BDNF y su receptor TrkB se realiz6 en placenta humana, tejido
adiposo blanco y musculo esquelético. Las muestras de placenta humana se obtuvieron
de pacientes hacia las semanas 11 y 24 (obtenidas a partir de aborto espontaneo sin
alteraciones histopatoldgicas) y hacia la semana 38 de gestacion (gestacion a término).
Se emplearon anticuerpos policlonales de conejo anti-BDNF (Abcam —Anti-BDNF
antibody — ab6201) y anti- TrkB (LS-B8691 IHC-plusTM); estos anticuerpos mostraron
inmunoreactividad para humano y rata. Por otra parte, la inmunoreactividad para
Omentin-1 se analizé en secciones de tejido adiposo visceral normal y placenta humana
de tercer trimestre; para este estudio se emple6 el anticuerpo policlonal de ratén anti-
ITLN-1 (intelectin-1) (Cod. A00020-09-100 Adipo Bioscience, USA).

En el estudio de inmunoreactividad para Meteorin se emple6 tejido adiposo blanco y
placenta humana de 11 semanas de gestacion (obtenidas a partir de aborto
espontaneo sin alteraciones histopatoldgicas). En la reaccion se usé el anticuerpo

policlonal de conejo anti-METRN (Abcam antibody—ab131619). Finalmente, para el
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analisis de inmunoreactividad de FNDC5 se emplearon secciones de tejido adiposo
blanco, musculo esquelético y placenta humana de los tres trimestres de gestacion, como
se describi6 para BDNF. En la reaccion se usé el anticuerpo policlonal de conejo anti-
FNDC5 Abcam; ab131390. Todos los tejidos empleados se obtuvieron del servicio de
patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Los
bloques de tejidos fueron fijados en formalina buferada neutral al 10%, embebidos en
parafina e inmunotefidos usando el método descrito previamente (35). Con respecto al
control negativo se empled un anticuerpo de conejo IgG no especifico en lugar del
anticuerpo primario en cada caso en el paso de incubacion, mientras los demés reactivos

fueron usados como lo indica la técnica.

10.5.Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el programa estadistico Stata 11.0 (StataCorp. 20009.
Stata Statistical Software: Release 11. College Station, TX, USA; StatCorp LP) y el
software R (version 3.11). Se uso el test de Shapiro—Wilk para probar la hipétesis de
distribucion normal en los datos. En cuyo caso los resultados se informan como medias
+/- desviacion estandar (desviacion a partir de la media), mientras los datos con
distribucion no normal, se reportan como medianas y rangos intercuartilicos (IQR); los
datos categoricos se presentaron como proporciones. La significancia estadistica entre
dos grupos se determiné mediante el test t-Student o ANOVA, cuando dicha comparaciéon
se realiz6 entre mas de dos grupos. Para mediciones repetidas entre grupos, se uso el
test de Friedman, al analizar diferencias estadisticas sobre variables metabdlicas y
antropomeétricas, seguido por la prueba del rango de signos de Wilcoxon. Se usoé el test t-
Student para comparar grupos no apareados de mujeres gestantes y no gestantes
cuando las variables mostraron una distribucion normal, de lo contrario se uso6 el test no

paramétrico Wilcoxon—Mann—-Whitney.

El estudio de correlacion entre los niveles séricos de las diferentes proteinas y las
variables de interés a través de la gestacion, se hizo usando el coeficiente de correlacion
de Pearson cuando se cumplian los supuestos de normalidad bivariada, dicho analisis se

realizd en cada trimestre de forma independiente. En caso de no cumplirse los
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supuestos, el analisis de correlacion se llevd a cabo mediante un estudio univariado en
los grupos usando el coeficiente de correlacion parcial de Spearman con un ajuste por
edad gestacional. Finalmente, cuando los datos lo permitieron, se realiz6 un modelo de
regresion lineal multivariado, para estimar el efecto de la proteina estudiada sobre
pardmetros de interés como el indice HOMA IR. Esto se realiz6 ajustando variables
como: indice de masa corporal, edad gestacional, concentracion de triglicéridos,
colesterol total y adiponectina. Los valores p se ajustaron usando la correccién de
Bonferroni. Los valores estadisticamente son presentados como *p < 0.05, **p < 0.01 y

***p < 0.001. Para todas las pruebas se tomé como significativo un valor de p <0.05.

10.5.1. Criterios para larealizacidon del algoritmo para
prediccion de preeclampsia

Se formulé un modelo de clasificacion para prediccion del desarrollo de preeclampsia en
edades gestacionales temprana y media (correspondiente a primero y segundo
trimestres, respectivamente). La clasificacion entre preeclampticas y mujeres gestantes
normales se basé en el abordaje de un arbol de decision, el cual fue construido usando el
programa Weka (version 3.6.10) (119) empleando el algoritmo J48 (120), con una
validacion cruzada de 10 veces para probar la prediccion. Aquellas variables que
mostraron diferencias significativas entre medias de grupos fueron incluidas en el
modelo. Ademas, se incluyé la variacién (delta) de dichas variables, entre el primer y
segundo trimestre. ElI desempefio de la clasificacion se evalué usando medidas como
sensibilidad, especificidad y la curva de caracteristicas operativas para el receptor
(ROC) (121).
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11. Resultados.

11.1.Caracteristicas demograficas de la poblacion

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacion de
estudio, incluyendo el grupo de mujeres no gestantes, mujeres gestantes sanas, mujeres

gestantes con diagnéstico de preeclampsia y mujeres sanas a los tres meses posparto.

11.2.Andlisis de Inmunoreactividad

En el estudio de la inmunoreactividad para BDNF y TrkB se usaron placentas de 11, 24y
38 semanas de gestacion, como se describié previamente. Hacia la semana 11 se
observé inmunoreactividad moderada a intensa en sincitiotrofoblastos, citotrofoblastos y
células de Hofbauer. Ademas, se obtuvo inmunoreactividad moderada a intensa en el
citoplasma de las células deciduales (Fig. 27a). Con respecto a la inmunoreactividad de
TrkB, se observé inmunoreactividad moderada en las células sincitiotrofoblasticas,
ademas, se detect6 inmunoreactividad débil en citotrofoblastos y en células Hofbauer.
También se observd inmunoreactividad moderada e intensa en células deciduales,
similar a lo observado para BDNF (Fig. 27b). En el estudio de placentas de 24 y 38
semanas de gestacion se observéd inmnoreactividad moderada y leve, respectivamente,
en sincitiotrfoblastos, citotrofoblastos y en el citoplasma de células deciduales (Fig.
27c,e). Ademds, en estos periodos gestacionales se observdé inmunoreactividad
moderada para TrkB en sincitiotrifoblastos, citotrofoblastos y células deciduales
(Fig.27d,f). Las figuras 27g, h e i muestran los controles de inmunoreactividad negativa
para la técnica de inmunohistoquimica para BDNF y las figuras 27j, k y I, muestran los

controles negativos de inmunoreactividad para TrkB.
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Figura 27. Inmunotincion de BDNF y TrkB en placenta humana en los tres periodos
de la gestacion analizados. A: Se observo Inmunoreactividad moderada e intensa para
BDNF en células sincitiotrofoblasticas (flecha roja), citotrofoblastos (flecha negra), células
deciduales (asteriscos negros) y células de Hofbauer (asteriscos rojos). B: Se observé
inmunoreactividad moderada para TrkB en células del sincitiotrofoblasto (flechas rojas) e
inmunoreactividad leve en citotrofoblastos (flechas negras, mientras en células de
Hofbauer (asterisco rojo), se observd una inmunoreactividad moderada. C y E
corresponden a placentas humanas hacia la semana 24 (material de aborto) y 38
semanas de gestacion (gestacibn a término). En estas muestras se observo
inmunoreactividad moderada y débil para BDNF en células deciduales, asi como en
sincitiotrofoblastos y citotrofoblastos. D y F corresponden a placentas humanas de 24
(material de aborto) y 38 semanas de gestacion (gestacion a término), en donde se
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observé inmunoreactividad moderada en sincitiotrofoblastos, citotrofoblastos y células
deciduales para TrkB. G - L corresponden a controles negativos de la técnica. Gy J:
placenta humana de 11 semanas de gestacion, H y K placenta humana de 24 semanas
de gestaciény (I y L) placenta humana de 38 semanas de gestacion.

Por otra parte, la inmunotinciéon de FNDC5 mostro localizacion citoplasmatica en tejido
adiposo, musculo esquelético y placenta en los tres trimestres analizados (Fig.28). En la
placenta para cada uno de los trimestres estudiados se observd inmunotincién para
FNDCS5 en células sincitiotrofoblasticas, citotrofolasticas y de la decidua (Fig. 28A, Cy D,
secciones de musculo esquelético y tejido adiposo se usaron como controles positivos
(Fig. 28G y 28H, respectivamente). En las figuras 28B, D y F se encuentran los

respectivos controles negativos de la técnica.

4

Figura 28. Tincion inmuhistoquimica de tejido adiposo, musculo esquelético y
placenta con anticuerpos dirigidos a FNDC5. En placenta para cada uno de los tres
periodos gestacionales analizados se observé inmunotincion en células deciduales,
citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto (paneles A, C y E), como controles positivos se
analizaron muasculo esquelético (G) y tejido adiposo (H). B, D y F: Controles negativos de
la técnica. Las muestras de placenta se obtuvieron a partir de pacientes en las semanas
11, 24 y 38 de gestacion.
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Con respecto a la inmunotincibn de Meteorin, se observdé inmunoreactividad en la
decidua mesenquimal inmadura y en las vellosidades en placenta de primer trimestre
(Fig. 29A, 29B y 29C, respectivamente). Se observé inmunoreactividad moderada en
citotrofoblastos, sincitiotrofoblastos y células de la decidua. En la figura 29D se observa
el control negativo de la técnica. Finalmente, en el analisis de Omentin-1 se observé
inmunoreactividad en células citotrofoblasticas, sincitiotrofoblastos, células de Hofbauer y
células endoteliales del tallo velloso (Fig. 30A-C). Como control positivo de la técnica se
uso tejido adiposo blanco (Fig. 30G) y en la figura 30I se observa el control negativo de la

técnica.
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Figura 29. Inmunohistoquimica de Meteorin en placenta. Se muestra placenta
humana de primer trimester de gestacion (aborto espontaneo). En células
citotrofoblasticas, sincitiotrofoblasticas y células de la decidua, se observé
inmunoreactividad citoplasméatica moderada para Meteorin (20x). Se empleé un control
negativo de la técnica como se especificé en materiales y métodos.
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Figura 30. Inmunohistoquimica para Omentin-1. A, B y C muestran placenta de tercer
trimestre 100X, 200X y 400X, respectivamente. La inmunoreactividad citoplasmatica
puede observarse en citotrofoblastos, sincitiotrofoblastos, células de Hofbauer y células
endoteliales del tallo velloso. G: Se observé inmunoreactividad en la membrana de tejido
adiposo visceral humano 400X. |: muestra el control negativo en placenta humana sin el
anticuerpo primario.

11.3.Parametros bioquimicos analizados

En el presente estudio en el grupo de mujeres gestantes sanas, se observlé un leve
descenso en los niveles de glucosa a medida que avanza la gestacién, ademas de un
incremento en la concentracion basal de insulina en el tercer trimestre, con respecto al
primero y segundo trimestres de gestacién. En consecuencia, el indice HOMA IR muestra
un incremento en el tercer trimestre, al ser un parametro dependiente de la concentracion
basal de insulina. Con respecto al perfil lipidico, los niveles de triglicéridos muestran un
incremento conforme avanza la gestacion, mostrando los niveles mas altos en el tercer

trimestre. Ademas, el perfil del colesterol total mostré un patron similar al de los
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triglicéridos, con el punto mas alto en el tercer trimestre de gestacion, los anteriores
resultados se ajustan al perfil bioquimico de la mujer durante la gestacién normal, como

ha sido previamente descrito (122).

Los niveles mas bajos de colesterol HDL (col-HDL) se observaron en primer trimestre y
se observé un pico hacia segundo trimestre, con un ligero descenso hacia tercer
trimestre. La presién arterial sistdlica, diastdlica y la presion arterial media, no muestran
variacion a través de la gestacion. Con respecto al grupo de mujeres sanas tres meses
posparto, es importante mencionar que en la totalidad de los parametros bioquimicos
analizados en el presente estudio, se observd un comportamiento similar al grupo de
mujeres no gestantes sanas, demostrando la readaptacion metabdlica de la mujer en

este momento de la evaluacion posnatal.

Con respecto al perfil metabdlico de las mujeres gestantes con diagnéstico de
preeclampsia, ademas de las alteraciones en los parametros clinicos correspondientes a
la evaluacién de la presion arterial, se observo un llamativo aumento de peso a medida
gue avanza la gestacion, en comparacién con el grupo de mujeres gestantes sanas.
Ademas, se detectd un ligero incremento en las concentraciones de glucosa e insulina
basal, lo cual afecta directamente el indice metabélico HOMA IR. Es importante
mencionar la significativa diferencia que se observa entre los niveles de col-HDL en la
poblacion de mujeres gestantes sanas y la de mujeres preeclampticas, llama la atencién

al ser considerado este un patrén de proteccion cardiovascular (ver tabla 7).

Para constatar que las mujeres no gestantes se encontraban en fase latea, se verificaron
los niveles de progesterona, los cuales se detectaron significativamente mas altos en la
fase lutea del ciclo menstrual comparado con la fase folicular, (6.43 ng/mL (3.79-13.45)
vs 0.49 ng/mL (0.33-0.66), respectivamente) p < 0.0001, estos datos se ajustan a lo
descrito previamente (123) (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas antropométricas y metabdlicas de la poblacion de estudio.
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11.4.Estudio de los perfiles séricos de las proteinas
de interés

En el andlisis de los niveles séricos de Chemerin se observd que durante la gestacion
temprana estos decrecen levemente en comparacion con el grupo de mujeres no
gestantes; sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. En las
primeras semanas de gestacion, Chemerin alcanza sus niveles mas bajos e incrementan
a medida que la gestacion avanza (Fig.31). De esta manera, el punto en el que se
detectaron los niveles mas altos de Chemerin correspondié a la gestacion tardia en
comparacion con la gestacion temprana (P < 0.001) y media (P = 0.001).
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Figura 31. Niveles séricos de Chemerin en la poblacion de estudio. NG: No gestante,
GT: Gestacion Temprana, GM: Gestacion Media y GTa: Gestacion tardia. Los circulos
representan casos atipicos (Outlier case).

En este estudio se realiz6 la medicion de los niveles séricos de adiponectina, cuya
concentracion disminuyé con el progreso de la gestacion. Sin embargo, estos cambios no

alcanzaron significancia estadistica (Fig.32); esta tendencia se ajusta a lo descrito
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previamente (118). No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de

Chemerin la comparar las dos fases del ciclo menstrual estudiadas (117).
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Figura 32. Niveles séricos de adiponectina en la poblacién de estudio. NG: No
gestante, GT: Gestacion Temprana, GM: Gestacion Media y GTa: Gestacion tardia. Los
circulos representan casos atipicos Outlier case.

Por otra parte, en el analisis sérico de BDNF se observé un descenso en los niveles
hacia el inicio de la gestacion (p < 0.0148), con un incremento hacia la gestacion media
(p < 0.0012), el cual se mantiene hasta el final de la gestacion. Al comparar el grupo de
mujeres no gestantes y los grupos de gestacion temprana, media y tardia, se obtuvieron
diferencias  estadisticamente  significativas  (p=0.00, p=0.0058 y p=0.0081,
respectivamente) (Fig.33). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

en los niveles de BDNF en las fases del ciclo menstrual analizadas (33).
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Figura 33. Niveles séricos de BDNF en la poblacién de estudio. Se determiné en tres
periodos de la gestacion en un grupo de mujeres gestantes (n=42) y un grupo de mujeres
no gestantes (n=16). Los valores escritos en la parte superior con letras diferentes
representan valores significativamente diferentes. (NG) no gestantes, GT) gestacion
temprana, (GM) gestacién media y (GTa) gestacion tardia. El circulo representa caso
atipico (Outlier case).

Los niveles séricos de lIrisin fueron mas altos durante la fase litea comparada con la fase
folicular del ciclo menstrual, con un incremento cercano al 26%, (64.0 +/- 20.0 ng/mL vs
47.4 +/- 10.2 ng/mL, respectivamente, p= 0.002) (Fig.34). Con respecto al estudio
realizado a lo largo de la gestacién, durante la gestacion media los niveles de Irisin
fueron mas altos en comparacion con la gestacion temprana, con un incremento de cerca
del 16% (129.1 +/- 51.9 ng/mL vs 107.9 +/- 32.0 ng/mL, respectivamente, p=0.0047) y
comparando los niveles observados durante la gestacion tardia, estos fueron més altos
en comparacion con la gestacién temprana, con un incremento cercano al 21% (136.4 +/-
52.4 ng/mL vs 107.9 +/- 32.0 ng/mL, respectivamente, p= 0.0013).
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Figura 34. Box plot comparando los niveles séricos de lIrisin a través de la
gestaciéon comparado con un grupo de mujeres no gestantes y con mujeres con
preeclampsia. Se muestra una figura de cajas y bigotes con el valor de la mediana,
rango intercuartilico, asi como valores adyacentes. Los datos atipicos son representados
por circulos llenos negros. (NG) no gestantes, (F) fase folicular, (L) fase lutea. En las
gestantes las cajas claras corresponden a gestantes normales y las sombreadas son
gestantes con preeclampsia. (GT) gestacion temprana, (GM) gestacion media y (GTa)
gestacion tardia. Un valor de p<0.01 se consider6 estadisticamente significativo.

Los niveles de lIrisin fueron mas altos en el tercer trimestre de la gestacion normal, al
compararlos en la misma edad gestacional con el grupo de mujeres con preeclampsia
(136.4 +/- 52.4 ng/mL vs 70.0 +/- 16.3 ng/mL, respectivamente, p=0.0003), mostrando
diferencias en los niveles cercanas al 49% (Fig.34), no se observaron diferencias
significativas al comparar las demas edades gestacionales entre el grupo de mujeres
sanas y mujeres preeclampticas. Finalmente, los niveles de Irisin en mujeres no
gestantes (tanto en fase folicular como litea), fueron mas bajos al comparar con

cualquier edad gestacional analizada (124).
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En el estudio del perfil sérico de Omentin-1 no se observaron diferencias significativas
entre las edades gestacionales estudiadas. Sin embargo, los niveles séricos de Omentin-
1 hacia el final de la gestacion fueron significativamente mas bajos al compararlos con el
grupo de mujeres no gestantes (p = 0.0145). Los resultados sugieren una relaciéon
inversa entre los niveles séricos de Omentin-1 y los niveles séricos de triglicéridos
durante la gestacién. En el presente estudio, no se pudo establecer una asociacion

significativa entre los niveles séricos de Omentin-1 y los de adiponectina (Fig.35) (34).
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Figura 35. Niveles séricos de Omentin-1 en un grupo de mujeres gestantes durante
los tres trimestres de gestacion y un grupo de mujeres no gestantes. Se observo un
descenso en los niveles de Omentin-1, durante la gestacion tardia (GTa) (p=0.040) y la
gestacion media (GM) (p=0.022), al comparar con el grupo de mujeres no gestantes
(NG). No se observaron variaciones significativas durante la gestacion temprana (GT), en
los niveles circulantes de Omentin-1 (p=0.119).

En el estudio del perfil sérico de Meteorin, el diagnostico de preeclampsia se
complementd con el uso de marcadores pro y anti-angiogénicos como skEng, PIGF y
SVEGFR-1, en la poblacion de mujeres gestantes sanas y con diagnéstico de
preeclampsia y los resultados coincidieron con el perfil previamente descrito (115), datos
no mostrados. Los niveles de Meteorin fueron significativamente mas altos hacia el inicio
de la gestacion al compararlos con el grupo de mujeres no gestantes jovenes (P<0.001)
(Fig.36). Los niveles circulantes de Meteorin fueron significativamente mas altos en

primer trimestre en comparacion con el segundo y el tercer trimestres de gestacion (p
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<0.01) (Fig.36). No se observaron diferencias significativas entre los niveles séricos de
Meteorin durante la gestacibn media en comparacion con la gestacion tardia y estos
fueron similares a los observados en el grupo de mujeres no gestantes. Finalmente, los
niveles séricos de Meteorin fueron mas altos en mujeres gestantes normales en
comparacion con mujeres preeclampticas durante el periodo gestacional temprano
(p<0.0001) (Fig.37) (125).
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Figura 36. Niveles séricos de Meteorin en los tres periodos de la gestacidon
analizados y en un grupo de mujeres no gestantes. Los niveles mas altos de Meteorin
se observaron en la gestacion temprana (GT) y declinaron con el avance de la gestaciéon
en los periodos subsecuentes, gestacion media (GM) y gestacion tardia (GTa); esta
reduccion de los niveles de Meteorin fue estadisticamente significativa (p<0.01). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar los niveles séricos de
Meteorin en el grupo de mujeres no gestantes (NG) con el grupo de gestacién temprana
(GT) (**p<0.001).
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Figura 37. Niveles séricos de Meteorin en mujeres gestantes sanas y mujeres con
diagndéstico de preeclampsia. Se observd un descenso en los niveles de Meteorin
sérico en el grupo de mujeres con diagnostico de preeclampsia al compararlos con el
grupo de mujeres gestantes sanas, hacia el inicio de la gestacién (GT) (***p<0.001). Los
demas periodos analizados no mostraron variaciones significativas en los niveles séricos
de Meteorin.

Similar a lo observado en el perfil sérico de Irisin, en el grupo de mujeres no gestantes,
se observaron niveles circulantes mas altos de Folistatin en la fase lutea del ciclo
menstrual en comparacion con la fase folicular (p < 0.05) (Fig.38). Ademas, los niveles
séricos de Folistatin en ambas fases del ciclo menstrual son significativamente mas bajos
al compararlos con los niveles en cada una de las edades gestacionales estudiadas (p <
0.001) (Fig.38). El perfil sérico observado muestra un incremento conforme avanza la
gestacion, en el grupo de mujeres gestantes sanas, con un pico hacia el final de la
gestacion (p < 0.001). Los niveles séricos de Folistatin en el grupo de mujeres a los tres
meses posparto, muestra un descenso con respecto a lo observado en el tercer trimestre
y alcanza los niveles observados en el grupo de mujeres no gestantes (p > 0.05) (Fig.38).

Finalmente, los niveles circulantes de Folistatin en mujeres preeclampticas fueron
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similares a los observados en mujeres gestantes sanas en la gestacion temprana y
media (Fig.39). Sin embargo, en la gestacion tardia los niveles séricos de Folistatin
fueron significativamente mas bajos en mujeres con diagndstico de preeclampsia

comparado con el grupo de mujeres gestantes sanas (p < 0.05) (Fig.39) (126).
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Figura 38. Gréafico de cajas y bigotes representando los niveles séricos de
Folistatin, en un grupo de mujeres gestantes durante los tres periodos de la gestacion
(GT, gestacién temprana; GM, gestacion media; GTa, gestacion tardia), tres meses
posparto (PP) y un grupo de mujeres no gestantes, durante la fase folicular y litea del
ciclo menstrual. Se observé un incremento progresivo significativo a través de la
gestacion al ser comparado con mujeres no gestantes y el grupo de tres meses posparto.
*p<0.05, ***p<0.001.
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Figura 39. Gréfica de cajas y bigotes de los niveles séricos de Folistatin en una
cohorte de mujeres gestantes sanas y un grupo de mujeres con diagndstico de
preeclampsia durante la gestacion, (GT, gestacion temprana; GM, gestacion media; GTa,
gestacion tardia). Se observé un descenso significativo en los niveles séricos de
Folistatin en el grupo de gestantes con diagndéstico de preeclampsia comparado con el
grupo de gestantes sanas durante la gestacion tardia (GTa). *p<0.05

11.5.Estudio de correlacidon entre los perfiles séricos
y los parametros de interés

En los tres periodos gestacionales analizados se observd una correlacion negativa entre
los niveles séricos de Chemerin y los niveles de adiponectina (r = —-0.1643) (Fig.40).
Adicionalmente, al incluir el grupo de mujeres no gestantes en el estudio de correlacion,
el coeficiente de correlaciéon fue mas negativo (r = -0.2471). No se observé una
asociacion significativa entre los niveles séricos de Chemerin con el indice HOMA-IR,

glucosa, triglicéridos, colesterol total y col-HDL (117).
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Figura 40. Scatterplot de los niveles séricos de adiponectina en relacion con los
niveles circulantes de Chemerin (r=-0.3933; p<0.0053)

Por otra parte, en el analisis de correlacion de BDNF se obtuvo una correlacion negativa
entre los niveles séricos de BDNF hacia las semanas 24-26 de gestacién y la edad
gestacional al nacer (gestacion media, r = -0.3220, p = 0.0400 (Fig.41A). Ademas, se
identificd una correlacion negativa entre los niveles séricos de BDNF y la concentracion
de glucosa (r = -0.1674, p = 0.0465) (Fig.41B), no se encontré una correlacion
significativa entre el perfil sérico de BDNF y otros parametros bioquimicos o
antropométricos de interés (Fig.41C-F) (33).
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Figura 41. Coeficientes de correlacion de los niveles séricos de BDNF con
variables quimicas y bioquimicas en el grupo de mujeres gestantes. A; con edad
gestacional al nacer, B: con glicemia en ayunas, C: con indice HOMA, D: con
triglicéridos, E: con col-HDL y F: con colesterol total.

Con respecto al andlisis de correlacion del perfil sérico de Irisin, solo el indice HOMA-IR

mostré una correlacion significativa en el primer trimestre de gestacion (r=0.43, p
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=0.006), no se encontré correlacion significativa en segundo o tercer trimestres. El
modelo de regresion lineal multivariado mostré una relacién lineal positiva entre los
niveles séricos de Irisin con el indice HOMA-IR (p= 0.003, r? =0.22), después de ajustar
por: indice de masa corporal, triglicéridos, edad gestacional, colesterol total y

adiponectina (124).

En el andlisis de correlacion de Meteorin, los niveles séricos de Meteorin se ajustaron por
edad gestacional, observando que los niveles séricos de Meteorin se asociaban
negativamente con los niveles de glucosa (r = -0.39, p = 0.01) y positivamente con los
niveles de triglicéridos (r = 0.34, p = 0.03), solamente durante la gestacion temprana. Por
otra parte, los niveles séricos de Meteorin no mostraron una correlacion estadisticamente
significativa con los demés parametros clinicos, antropométricos o metabdlicos de interés
(125).

Para el analisis de la relacion entre los niveles séricos de Meteorin y los demas
pardmetros de interés, se formulé un modelo de regresién logistica. Dicho modelo asocia
la respuesta binaria de preeclampsia y no preeclampsia, como una funcién del predictor:
edad gestacional, indice de masa corporal (IMC), presién arterial sistélica (SBP),
triglicéridos y niveles de Meteorin, todas estas variables demostraron explicar
significativamente el odds de preeclampsia con un intervalo de confianza del 95%. En
este modelo se observé que el odds de preeclampsia decrece entre 1y 35%, cuando los

niveles de Meteorin incrementan 1ng/mL (125).

Finalmente, es importante sefialar que se encontré una correlacion significativa entre los
niveles circulantes de Folistatin con los niveles de colesterol total durante la gestacion
temprana en el grupo de mujeres gestantes sanas (r=0.50, p=0.045), mientras que se
observo una correlacion directa negativa entre los niveles de Folistatin y la glicemia
durante la gestacion tardia en el grupo de mujeres con diagnéstico de preeclampsia (r= -
0.66, p <0.01) (126).
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11.6.Algoritmo predictivo para la deteccion de
preeclampsia

Se disefid una aproximacion basada en un arbol de decision para el diagnéstico de
preeclampsia, antes del tercer trimestre de gestaciébn. En el presente trabajo se
identificaron variables que mostraron diferencias significativas en los primeros periodos
gestacionales analizados. De esta manera, durante la gestacién temprana (peso, presion
arterial sistélica [SBP], niveles séricos de insulina, niveles séricos de Meteorin y el indice
HOMA IR), en la gestacion media (peso, SBP, niveles séricos de insulina, niveles séricos
de Meteorin, el indice HOMA IR y colesterol HDL). Ademas, en esta aproximacion se
usaron los deltas de las variables peso, SBP, niveles séricos de insulina y el indice
HOMA IR. Posteriormente, aplicando el algoritmo J48, se incluyeron en el arbol

solamente las variables con mayor importancia (Fig.42).

£23.8ng/mL >23.8 ng/mL
< 98mmHg >98mmHg < 63kg >63kg
< Skg > Skg < -SmmHg > -SmmHg

ol N 2 N
Lromecze | | I oo ]

Figura 42. Modelo de clasificacion basado en arbol de decisién. Los nodos de
decision son representados por circulos, los nodos de decisibn muestran las variables
significativas usadas para realizar la clasificacion: EP-METRN (niveles de Meteorin en la
gestacion temprana), MP-SBP (presion arterial sistélica en la gestacion media), MP-
Weight (peso en la gestacion media), AWeight (delta de peso entre la gestacion media y
la gestacion temprana: Aweight = Mp.weight - EP.weight) y ASBP (delta de la presion
arterial sistolica entre la gestacion media y la gestacién temprana: ASBP = MP.SBP -
EP.SBP). Cada rama representa una prueba dado el nodo de decision y los nodos hojas,
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son representados por cuadrados. Los nodos hoja, muestran la condicién en la cual la
paciente es clasificada (normal o preeclampsia). Los nodos hoja, también muestran el
total de mujeres a partir de la cohorte que fueron clasificadas apropiadamente / el total de
mujeres a partir de la cohorte sin clasificacion.

El arbol de decision realiz6 una clasificacion valida en ambas condiciones, normal y
preeclamptica. Después de probar el arbol de decision mediante validacion cruzada, este
mostré una sensibilidad del 69% y una especificidad del 76% en la deteccion de la
preeclampsia. Ademas, el area bajo la curva ROC fue de 0.73, confirmando un buen nivel
de precision en la clasificacion (Fig.43). En el arbol, los niveles séricos de Meteorin en la
gestacion temprana constituyeron el primer nodo de decisién (en la parte superior del
arbol) y por lo tanto la variable mas importante para clasificar. EIl modelo de clasificacién
propuso un nivel critico de concentracion sérica de Meteorin, 23.8ng/mL. En nuestra
cohorte longitudinal 10 de 16 mujeres quienes presentaron niveles de Meteorin por
debajo del nivel critico (<23.8ng/mL) desarrollaron preeclampsia, estas 10 mujeres
mostraron también SBP alta en la gestacion media (>98mm Hg) o un incremento de
peso superior a 5Kg (Apeso > 5kg) entre el primero y el segundo trimestres de gestacion.
Las 10 mujeres clasificadas por el arbol de decisibn como preeclampticas fueron

correctamente clasificadas.
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Figura 43. Curva de Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) del arbol de
decision. La curva ROC demostra la capacidad para diagnosticar preeclampsia. Se usé
una validacion cruzada de 10 veces, para probar las predicciones y obtener los puntos
sobre la curva ROC.
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Por otra parte, en este estudio se encontraron seis mujeres cuyos niveles séricos de
Meteorin excedian el umbral (>23.8 ng/mL), durante la gestacion temprana. Estas
mujeres mostraron no solo un incremento de peso en la gestacibn media (>63kg), sino
también, un descenso considerable en el ASBP (ASBP < -5mmHg). En el arbol de
decision, la clasificacion sobre la via derecha fue ligeramente menos precisa (Fig.42). Por
esta via, cinco mujeres preeclampticas de la cohorte fueron correctamente clasificadas y

una no fue clasificada (125).
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12. Discusion

Chemerin es reconocida como una proteina quimoatrayente que actia como un ligando
para el receptor acoplado a proteina G, CMKLR1 (chemokine receptor-like 1), también
conocido como ChemR23. Se ha descrito su funcion en el sistema de inmunidad innata y
adaptativa. Ademas, Chemerin es una proteina secretada por el tejido adiposo blanco,
por lo tanto es considerada como una adipocitoquina (127). Algunos investigadores han
reportado que Chemerin aumenta la sefalizacion a la insulina y potencia la captacién de
glucosa estimulada por la accién de la insulina en adipocitos 3T3-L1. Mientras otros
autores, han reportado que Chemerin exacerba la intolerancia a la glucosa,
incrementando los niveles de insulina y disminuyendo la captacion tisular de glucosa en
ratones obesos/diabéticos, y también, actla induciendo la resistencia a la insulina en
musculo esquelético humano (128). Estudios previos han demostrado la expresion de
Chemerin en diferentes tejidos como ovario, placenta y tejidos adiposo visceral y
subcutaneo (51).

Ademas, a partir de los estudios realizados en diferentes poblaciones se ha encontrado
una fuerte asociacion entre los niveles séricos de Chemerin y marcadores de inflamacién
como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF- a), Interleuquina 6 (IL-6) y proteina C
reactiva, asi como, con pardmetros antropomeétricos como el indice de masa corporal y el
indice HOMA IR (129,130).

Por lo anterior, en el presente estudio se describié por primera vez el perfil sérico de
Chemerin durante la gestacion y en un grupo de mujeres no gestantes sanas. A partir de
este analisis se establecié un patrén sérico segun el cual, esta adipocitoquina disminuye
al inicio de la gestacién y aumenta conforme avanza el periodo gestacional, observando
el punto més alto hacia el tercer trimestre de gestacion. Estos resultados coinciden con
los obtenidos posteriormente por el grupo de Kasher-Meron et al., (127) quienes ademas
describieron un incremento en los niveles circulantes de Chemerin cuatro dias
posteriores al parto. Por otra parte, se ha descrito un descenso en los niveles séricos de
Chemerin seis meses posterior al parto (131). Estos resultados sugieren, que una de las

posibles funciones que desempefia Chemerin durante la gestacién esta asociada con el
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mantenimiento de un estado pro-inflamatorio caracteristico del tercer trimestre y el
trabajo de parto y que perdura por unos dias posterior al mismo, debido posiblemente, a
las lesiones que se causan durante el parto, la recuperacién de estas y ademas a la
regulacion hormonal en este periodo caracterizado por el inicio de la lactancia. En el
presente estudio ademas se encontr6 una correlacion negativa con los niveles de
adiponectina, estos resultados son concordantes con otros estudios en estados de

resistencia a la insulina como el sindrome de ovarios poliquisticos (132).

Por otra parte, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de Chemerin en el grupo de mujeres no gestantes con respecto a los niveles
observados en tercer trimestre. Finalmente, a partir de estudios realizados en modelo
animal de rata, se identifico la expresion de Chemerin en placenta de rata y de humano
mediante técnicas de inmunohistoquimica (31), estos hallazgos han sido corroborados
mediante estudios funcionales in vitro y a partir de placenta humana en donde se
determiné que la mayor expresién de Chemerin proviene de las células estromales y los
trofoblastos extravellosos (133). Sin embargo, mediante andlisis de los niveles de
Chemerin en placenta, tejido adiposo visceral e higado, tanto en la madre como en el
feto, en el tercer trimestre de gestacion, se determindé que el mayor aporte hacia los
niveles circulantes de Chemerin durante la gestacion, lo realiza el tejido adiposo visceral
(127). Por lo anterior, a pesar del avance en la comprension de los mecanismos
relacionados a la accion de Chemerin durante la gestacioén, aun son necesarios estudios
funcionales en tejido adiposo, que permitan dilucidar a profundidad el papel de Chemerin

en este estado fisiolégico de resistencia a la insulina e inflamacion croénica.

Por otra parte, BDNF es un factor neurotréfico miembro de la familia de neurotrofinas,
clasicamente relacionado con procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia
neuronal. En afios recientes, BDNF ha sido asociado con la regulacion de la ingesta y el
gasto energético, a partir de estudios genéticos realizados en modelo animal de raton y
de rata y la identificacion de sindromes de importancia médica como el Sindrome WAGR
(tumor de Wilms, Aniridia, anormalidades Genitourinarias y Retardo mental) que ademas
se caracteriza por hiperfagia y obesidad. Este sindrome se origina a partir de una
delecion de tamafio variable, en el cromosoma 11, la cual, en algunos casos, se extiende

hacia el gen de Bdnf. Ademas, se han reportado mutaciones en dicho gen, como
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Val66Met, la cual fue identificada a partir de estudios poblacionales y esta asociada con
ganancia de peso y obesidad debido a la alteracion en la secrecion de BDNF, tanto en

modelo animal, como en humanos (58).

BDNF ejerce su efecto biolégico mediante la unién a dos receptores p75"' " y TrkB.
Mutaciones en el gen que codifica a TrkB, pero no en el gen que codifica a p75"'", estan
asociadas a obesidad en humano y ratén. Sugiriendo que los efectos de BDNF en el
balance energético son mediados a través de la via del receptor TrkB. Se han descrito
cuatro mecanismos por medio de los cuales BDNF es secretado en una neurona y puede
acoplarse a TrkB, encontrandose en una poblacion neuronal diferente: de forma
autocrina, paracrina, anterograda y retrograda (134). Por lo tanto, BDNF puede actuar
sobre neuronas cercanas o lejanas del cuerpo celular que expresen TrkB para regular el
balance energético (134).

Por otra parte, se ha detectado la expresion de BDNF y TrkB en embriones en la pre-
implantacién y en células del trofoectodermo, en donde parecen tener una funcién en el
desarrollo fetal-placentario. Mediante la union a TrkB, BDNF promueve la proliferaciéon de
las células del trofoectodermo para convertirse en trofoblastos invasivos, suprimiendo la
apoptosis e induciendo la extension del blastocisto, preparando al embrion para la
implantacién (67). La expresion de BDNF y TrkB persiste en el trofoblasto placentario
posterior a la implantacion y parece ser necesaria para el desarrollo placentario (135).
Ademas, la expresion de BDNF se ha asociado con la promocién en la angiogénesis
durante en desarrollo embrionario. Por otra parte, alteraciones en los niveles séricos de
BDNF durante la gestacion y en la expresion en placenta humana, se han asociado a
condiciones patolégicas como preeclampsia, parto pretermino, gestacién ectopica y

aborto espontaneo (135,136).

Por lo antes mencionado, en el presente estudio se analizé el perfil sérico de BDNF en
mujeres gestantes normales y no gestantes sanas, ademas se describié el perfil de
expresion de la proteina en placenta en primero, segundo y tercer trimestres de la
gestacion. El perfil sérico de BDNF durante la gestacion, mostré un descenso al inicio del
seguimiento, en comparacién con el grupo de mujeres no gestantes, seguido de un
incremento hacia segundo trimestre, manteniéndose sin variacion significativa hacia el

final de la gestacion. Se ha reportado que la administracion sistémica de leptina
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incrementa los niveles de mMRNA de Bdnf en el Hipotdlamo Ventromedial (VMH) y los
niveles de proteina de BDNF en el Complejo Vagal Dorsal (DVC), en modelo animal de
ratén. Estos efectos sobre los niveles de proteina de BDNF probablemente resulten a
partir de un incremento en la traduccion del mMRNA de Bdnf en las dendritas, de la misma
manera como leptina incrementa la traduccién de Bdnf en dendritas de neuronas
hipotaldmicas cultivadas (58). El efecto regulador que ejerce leptina sobre BDNF es
importante ya que recientemente se describio el perfil sérico de leptina en un grupo de
mujeres no gestantes, durante la gestacion y tres meses posparto (137), mostrando un
perfil concordante con los resultados obtenidos en el presente estudio, en donde ocurre
una disminucion al inicio de la gestacion, seguido de un incremento gradual a medida
gue avanza, siendo tercer trimestre el punto mas alto en los niveles circulantes de leptina

durante la gestacion.

Leptina ejerce su accién a través de la forma larga del receptor de leptina LepRb, sin
embargo, las neuronas que expresan BDNF en el Hipotalamo Dorsomedial (DMH) vy el
VMH no expresan LepRb, pero se ha encontrado que la administracion de leptina induce
la expresion de c-Fos en estas neuronas. Esta observacion indica que leptina estimula
indirectamente la sintesis del mRNA de Bdnf y la proteina, probablemente activando
neuronas a través de circuitos neurales polisinapticos (58). También se han detectado
niveles inferiores de BDNF y leptina en sangre de cordén umbilical en comparacion con

los niveles circulantes maternos (138,139).

Adicionalmente, a partir de estudios genéticos realizados en ratones bdnf (-/-), (+/-),
(+/+), se describi6 la permeabilidad de la membrana placentaria para BDNF, de una
manera dosis dependiente (140), todo lo anterior, podria indicar una contribucion menor
del feto hacia los niveles maternos, tanto de BDNF como de leptina y un transporte
transplacentario que permite el aporte necesario de BDNF y leptina hacia el feto,
favoreciendo la proliferacion y supervivencia celular en los procesos de invasion,
implantacién y posterior desarrollo fetal, asegurando el balance energético y de la ingesta
apropiado en etapas gestacionales tempranas, en las cuales predomina la hiperfagia y la

acrecion adiposa en la gestante.
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Por otra parte, es bien caracterizada la sintesis, secrecion y expresion de los receptores
largos y cortos de leptina en citotrofoblastos. Asi mismo, leptina y LepRB han sido
colocalizados en sincitiotrofoblastos (los cuales estan directamente en contacto con la
circulacion materna), citotrofoblastos extravellosos y células endoteliales vasculares
fetales (las cuales estan en contacto directo con la circulacion fetal) (141). En el presente
estudio se describi6 la inmunoreactividad de BDNF y TrkB en placenta humana en las
tres edades gestacionales analizadas, observando un perfil que desciende conforme
avanza la gestacion. Es importante destacar que en el presente estudio se detectd
inmunoreactividad para BDNF y TrkB en sincitiotrofoblastos, citotrofoblastos y células
deciduales, las dos primeras corresponden a poblaciones celulares en donde se ha
descrito la expresion de leptina, indicando una posible regulacion autocrina y paracrina
en la expresion de BDNF placentaria.

De otro lado, el musculo esquelético es el 6rgano méas grande en el cuerpo y tiene un
papel preponderante en la sensibilidad a la insulina y la homeostasis metabdlica. A partir
de la identificacion de miostatina en el afio 1997 e IL-6 en el afio 2000, como factores
secretados por el muasculo, el musculo esquelético ha emergido como un Organo
endocrino extremadamente activo que secreta una amplia variedad de citoquinas,
guemogquinas, factores de crecimiento, hormonas y factores vasoactivos, denominados
colectivamente mioquinas o0 miocinas. Las mioquinas han sido propuestas como
intermediarios de los efectos benéficos de la actividad fisica en la salud y el bienestar
humano (142). Se ha demostrado que las proteinas secretadas por el musculo
esquelético, tienen la capacidad de comunicarse con células localmente (accién

autocrina/paracrina) o en tejidos distantes (accion endocrina) (68).

De otra parte, se sabe que los adipocitos provenientes del tejido adiposo blanco (WAT
por sus siglas en inglés), se caracterizan por la presencia de lipidos uniloculares, pocas
mitocondrias y relativamente bajo gasto metabdlico. Mientras que los adipocitos
provenientes del tejido adiposo pardo (BAT por sus siglas en inglés), se caracterizan por
gotas lipidicas multiloculares, gran cantidad de mitocondrias, alto gasto metabdlico y la
expresion de proteinas desacopladoras 1 (UCP1). Recientemente, se ha detectado la
presencia de adipocitos pardos en WAT de ratdn BALB/c como respuesta a procesos de
aclimatacion al frio. Estudios han demostrado que los adipocitos pardos en WAT

presentan una alta expresion de UCP1; por lo tanto, esta subpoblacion de adipocitos



120 Estudio de factores moleculares y séricos durante la
gestacion en laratay en el humano

blancos pueden ser definidos como the brown in white (brite) o adipocitos beige (71).
Ademads, se ha descrito este efecto también como resultado del ejercicio, en el cual se ha
observado una elevada termogénesis y un subsecuente incremento en el gasto
energético (143). El pardeamiento de los adipocitos WAT ha ganado mucho interés
debido a su potencial como fuente terapéutica para la obesidad y enfermedades

metabolicas (71).

Por otra parte, Fibronectin type Il domain-containing protein 5 (FNDC5), el cual es un
gen conservado en mono Rhesus, perro, raton, rata, pollo y pez cebra (144), es
sintetizado como una proteina de membrana tipo 1, la cual es clivada en la porcion N-
terminal y enviada a circulacion como un polipéptido altamente glicosilado de
aproximadamente 12 kDa, que se denomind Irisin. Este proceso parece estar regulado
por PPARy-coactivator-17a (PGCa). Irisin parece actuar preferencialmente en el
pardeamiento “browning” de los depositos de tejido adiposo blanco, lo cual se observo al
incrementar sus niveles circulantes en ratdn obeso, mediante vector viral y esta elevacion

se correlaciond con un incremento en la tolerancia a la glucosa (145).

Estudios recientes han detectado la expresion del sistema FNDC5/Irisin en WAT visceral
y mas predominantemente, en tejido adiposo subcutaneo en modelo animal de rata
obesa y en humano obeso (146), demostrando un aporte significativo proveniente de

tejido adiposo blanco a los niveles circulantes de Irisin en ambos modelos.

Diferentes estudios han reportado una asociacion positiva entre los niveles circulantes de
Irisin y el indice de masa corporal. En este mismo sentido, Stengel et al., realiz6 un
estudio incluyendo pacientes con anorexia nerviosa, pacientes con obesidad maérbida y
controles sanos, encontrando que los niveles circulantes de Irisin en pacientes con
obesidad fueron mas altos en comparacion con el grupo control y el grupo de pacientes
con anorexia, ademas en este estudio se encontré una asociacion positiva con el indice
de masa corporal. Estos resultados son similares a los de Pardo et al., y Liu et al., en
este Ultimo se demostr6 que en pacientes con diabetes tipo 2 (DMT2) e insuficiencia
renal, los niveles de Irisin se correlacionaron con el indice de masa corporal y el

porcentaje de masa grasa (147).
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Teniendo en cuenta que la gestacion se ha descrito como un estado diabetogénico
fisiologico, en el presente estudio se analizo el perfil sérico de Irisin en mujeres gestantes
sanas y en un grupo de mujeres gestantes con diagndstico de preeclampsia ya que en
estas mujeres se ha descrito mayor resistencia a la insulina en comparacion con las
gestantes normales. Adicionalmente, se analizaron los niveles de Irisin en un grupo de
mujeres jovenes no gestantes y se describid por primera vez la expresion de la proteina

Irisin en placenta humana de primero, segundo y tercer trimestres de la gestacion.

En el presente trabajo, también por primera vez se describié un incremento en los niveles
circulantes de Irisin durante la fase latea del ciclo menstrual. En este sentido, un estudio
realizado en hombres y mujeres jovenes, mostro niveles séricos de Irisin mas altos en el
grupo de mujeres luego de ajustar por la masa corporal magra (148). Sin embargo, en
este estudio no se realizé un andlisis diferencial correspondiente a las fase del ciclo
menstrual como se hizo en el presente trabajo, siendo esto de gran importancia ya que
se conoce que la regulacion hormonal y de muchas adipocitoquinas varia de acuerdo a la
fase del ciclo menstrual, como es el caso de leptina y resistina. Tanto en leptina como en
resistina se ha documentado un patrén similar al observado en Irisin, con un incremento
en la fase latea del ciclo menstrual, no asi en adiponectina (149), los autores
argumentaron una posible regulacion mediada por el estado proinflamatorio caracteristico

de esta fase del ciclo menstrual.

En el caso de leptina, Ahrens et al., en un seguimiento de 259 mujeres por mas de dos
ciclos menstruales, encontr6 un sutil efecto del estradiol, la hormona luteinizante (LH), la
progesterona y la hormona foliculo estimulante (FSH), sobre los niveles de leptina,
después de hacer un ajuste riguroso por el porcentaje de masa grasa, ingesta cal6rica,
actividad fisica y otros factores que influyen sobre la fisiologia hormonal del ciclo
menstrual. Lo que demuestra la compleja regulacién por parte de diferentes ejes
endocrinos que tiene lugar durante el ciclo menstrual, como preparacion para la
gestacion (150). Por otro lado, otros grupos han reportado una fuerte regulacién mediada
por LH (151) y expandida por FSH (152) sobre los niveles de leptina durante el ciclo
menstrual. Por lo anterior, son necesarios estudios que profundicen en la regulacion de

Irisin en este complejo panorama durante el ciclo menstrual.
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En el presente estudio se observo un incremento en los niveles séricos de Irisin durante
la gestacion, al comparar los niveles observados en el grupo de mujeres no gestantes,
con el grupo de mujeres gestantes de primer trimestre. Este hallazgo se podria asociar a
la regulacion que podria efectuar la placenta y la regulacién hormonal derivada de su
desarrollo y mantenimiento. Con respecto a esto, Bilbao et al., reporté un incremento en
los niveles de expresion ovarica de la enzima microsomal 3BHSD, la cual convierte la
pregnenolona a progesterona, en ratas inmaduras luego de un tratamiento diario con
dosis bajas de leptina (153). En el presente estudio se observé un efecto sobre la
regulacion de los niveles de Irisin posiblemente debido a la accion de la progesterona en
la fase lutea del ciclo menstrual y durante la gestacion, debido a que el cuerpo Ilteo es la
fuente de progesterona en etapas tempranas de la gestacion y posteriormente la
placenta asume la produccidon de progesterona. Esta regulacion, es un determinante
fundamental desde la implantacion hasta el desenlace de la unidad materno-fetal (154).

Aunque los hallazgos iniciales con respecto a la relacion entre Irisin y la sensibilidad a la
insulina mostraban esta hormona con un potencial benéfico en la regulacién del peso
corporal, la sensibilidad a la insulina y la homeostasis de la glucosa, diversos estudios
clinicos han conducido a resultados divergentes. En este sentido, Sesti et al., reportd a
partir de un estudio transversal realizado en 192 sujetos no diabéticos, una relacion
inversa entre los niveles séricos de lIrisin y la sensibilidad a la insulina, ademas de una
relacion directa con ateroesclerosis y por lo tanto un incremento de riesgo de enfermedad

cardiovascular en los proximos diez afios (155).

Adicionalmente, se han observado niveles séricos mayores de Irisin en sujetos obesos en
comparacion con hombres sanos en reposo (156). Otros estudios contradicen estos
resultados, como los reportados por Iglesias et al., quienes encontraron que los niveles
séricos de Irisin aumentaron conforme a la pérdida de peso en 93 adultos caucasicos con
sindrome metabdlico, quienes fueron sometidos a una dieta hipocalérica por ocho
semanas. Resultados similares fueron reportados por Crujeriras et al.,(147). Mientras,
Sanchis-Gomar et al., no encontraron asociacion entre los niveles de lIrisin y el IMC u

otros marcadores antropométricos y metabdlicos en pacientes obesos y diabéticos (157).
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En el presente estudio se observé un incremento en los niveles de Irisin desde el inicio
de la gestacion, un pico hacia el segundo trimestre, el cual se mantuvo hasta el final de la
gestacion. Previamente se habian reportado niveles de Irisin mas altos en la circulaciéon
materna en comparacion con los niveles en cordén umbilical, asi mismo, se han
encontrado niveles mas bajos en corddén umbilical en fetos con retardo en crecimiento
intrauterino en comparacion con fetos normales (158), lo que sugiere un mayor aporte
materno en los niveles de Irisin materno, posiblemente proveniente del tejido adiposo, el
musculo y la placenta. En el presente estudio por primera vez se describio la expresion
de Irisin en placenta durante la gestacion, observando una fuerte inmunoreactividad en
células deciduales, sincitio y citotrofoblastos, sugiriendo un posible aporte placentario a

los niveles maternos de Irisin.

A partir de los resultados, se podria hipotetizar un mayor aporte del que se ha reportado
previamente (71), por parte del tejido adiposo y eventualmente la placenta, hacia los
niveles maternos de Irisin durante la gestacién. Una hipétesis alternativa podria ser una
resistencia a la accién de lIrisin durante la gestacién, como se ha documentado para otra
adipocitoquina como leptina (159) y mas aun partiendo de la asociacién observada entre
los niveles séricos de leptina y los de Irisin (160). La resistencia a lIrisin permitiria a la
madre ganar peso, frenar el proceso de pardeamiento en tejido adiposo blanco y de esta
manera alcanzar los requerimientos metabdlicos que le exige la gestacion y la lactancia

futura.

Finalmente, al comparar el grupo de mujeres gestantes sanas con el grupos de mujeres
con diagndstico de preeclampsia, en el presente estudio se encontrdé una reduccién en
los niveles séricos de Irisin cercana al 21% al inicio de la gestacion y al 49% en tercer
trimestre; este hallazgo concuerda con estudios previos en los cuales se ha reportado
una disminucién en los niveles séricos de Irisin en diabetes mellitus gestacional (GDM) y
retardo en crecimiento fetal (158). Por esta razéon recientemente, Erol et al.,, han
propuesto el estudio de los niveles de Irisin en la gestacién temprana como un posible
marcador de GDM (161). Es posible que la reduccion en los niveles de Irisin se pueda
explicar a partir de una reduccién en el aporte a nivel placentario en el grupo de mujeres
con diagnéstico de preeclampsia. Sin embargo, se requieren estudios enfocados hacia la
comprension de los mecanismos moleculares relacionados a esta posible contribucion

hacia los niveles maternos de Irisin.
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Por otra parte, hace aproximadamente tres décadas, durante el procesamiento y
purificacién de inhibina a partir de fluido folicular ovéarico de cerdo, fue identificada una
fraccion que tenia la capacidad de estimular la secrecion de la FSH a partir de células de
la pituitaria de rata en cultivo. Este descubrimiento llevo al aislamiento y caracterizacion
de las activinas. Debido a la considerable homologia estructural de inhibinas y activinas
con el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B), fueron clasificadas como
miembros de esta superfamilia de proteinas (162). Su estructura estd compuesta de
dimeros de subunidades [ asociados a disulfuro (BA y BB), los cuales pueden
dimerizarse con una subunidad a de inhibina A (apBA) e inhibina B (apB). De esta manera,
se han descrito tres formas de activina, activina A (BABA), activina B (BBBB) y activina
AB (BABB) (163).

Activina A y activina B actian a través de la via quinasa serina/treonina, la cual es comun
para otros miembros de la superfamiia TGF-B. Las activinas se unen a uno de dos tipos
de receptores de activna Il (ACVR2A o ACVR2B), presentes en la superficie de las
células blanco. El receptor tipo Il se une al receptor tipo |, el receptor | de activina
también se conoce como receptor-like kinase (Alk). Mientras activina A actlla mediante
Alk 4 (receptor de activina IB) activina B y AB, actian mediante los receptores Alk4 y 7.
El receptor de activina tipo | contiene residuos serina/treonina quinasa en sus dominios
intracelulares y la unién de los receptores | y I, conduce a la fosforilacion de estos
residuos. Los receptores tipo | inducen la fosforilacion de SMAD2 y 3, estas proteinas
forman un complejo factor de transcripcidon heteromérico, cuyo mediador comun es
SMAD4 (162,164).

Estos complejos son traslocados al nucleo, donde modulan la transcripcion de genes
blanco, para producir efectos sobre la proliferacion celular, la diferenciacion y la
apoptosis (162). Activina A también puede actuar mediante la via de sefializacion de las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAP), las cuales son inducidas en estados
de inflamacién. Asi, MAP quinasas como ERK 1/2, JNK y p38, son moduladores
importantes de genes involucrados con inflamacion e inmunidad. La produccion de
activina A es estimulada por mediadores de inflamacion como IL-1 y ligandos Toll-like

receptor los cuales activan la sefializacion MAP quinasa mediante la via MyD88/TRAP
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(162). La regulacion negativa puede ser mediada por inhibinas, ya que al compartir la
subunidad B, pueden unirse al receptor tipo Il de activina; sin embargo, la afinidad de
esta interaccion es mas baja (164). Ademas, inhibina es capaz de inhibir la capacidad de
activina en la estimulacién de FSH, regulando la cantidad de activina que se produce,

limitando la disponibilidad de subunidades (3 para la sintesis de activina (162).

Otro importante modulador de la bioactividad de activina es Folistatin. Folistatin se une
con alta afinidad a activina y es el mayor factor que controla la accion biolégica de las
activinas, pero su nhombre se deriva a partir de la capacidad de suprimir la secrecion de
FSH. Se generan tres formas de Folistatin a partir del procesamiento por splicing, la
forma mas corta FST288, se une a proteoglicanos que contengan heparan sulfato y es
normalmente asociada con superficies celulares, la forma intermedia FST303 que se
encuentra en las gonadas y FST315 la forma completa, que es la forma predominante a
nivel sérico y que puede unirse a heparan sulfato solamente después de la union con
activina ya que una vez tiene lugar la unién, ocurre un cambio conformacional en
Folistatin que expone los sitios de unién a heparan sulfato. Folistatin también se une a
otros factores de crecimiento relacionados con una afinidad diez veces mas baja, entre
estos se encuentran miostatina, Growth/differentiation factor 9 (GDF9), proteinas
morfogénicas 6seas (BMPs) 2,5, 7y 8 y TGFB3 (163).

Cada subunidad de activina se une a una molécula de Folistatin, de esta manera, el
complejo activina-Follstatin, esta compuesto de un dimero de activina y dos moléculas de
Folistatin. Una vez FST288 se une a activina, este complejo experimenta una rapida
endocitosis y degradacion lisosomal, mientras la union de FST315 y activina produce un
cambio conformacional de la proteina, exponiendo las uniones heparan sulfato, siendo
blanco de degradacion lisosomal, asi Folistatin causa una inhibicion irreversible de
activina (162).

La funcion de activina A durante la foliculogénesis y la implantacion es bien conocida. Es
asi como la expresion de activina A esta asociada con adhesion y desarrollo del cigoto y
el fino control realizado por Folistatin en este periodo garantiza la correcta implantacién
(154). Durante la gestacion la placenta y las membranas fetales son la principal fuente de
activina A circulante. Durante la gestacion temprana y media, los niveles séricos

maternos de activina A son estables y bajos, aumentando dramaticamente a partir de la
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semana 24, alcanzando su pico aproximadamente hacia el término de la gestacion (165)
y declinan abruptamente posteriormente al parto (162). De hecho, se ha establecido que
la placenta es la mayor fuente de activina A durante la gestacién y se ha demostrado la
expresion de los receptores tipo | y tipo Il en placenta y membranas fetales (165). Por
otra parte, Folistatin ha sido asociado al eje reproductivo en hembras, la gestacién y el
desarrollo embrionario. Se ha reportado una interaccion entre el sistema Folistatin —

activina y prolactina durante la decidualizacién (166).

Por otra parte, Folistatin fue recientemente identificado como una adipoquina y se
encontré una reducciéon en el mRNA y en la proteina secretada a partir de biopsias de
tejido adiposo blanco cultivadas, provenientes de sujetos obesos en comparaciéon con
individuos con peso normal. Ademds, Folistatin neutraliza la accion inhibitoria de
miostatin sobre la diferenciacion de adipocitos, sugiriendo un posible papel regulador de
Folistatin sobre la masa grasa in vivo (167). De esta manera, Folistatin juega un papel
importante en el desarrollo embrionario, en la reproduccién y tiene accion endocrina y de
mantenimiento del sistema musculo esquelético. En este sentido, recientemente Zhao et
al., demostraron que la sobre-expresion de Folistatin incrementa el tamafio de los islotes
pancreaticos estimulando la proliferacion de células B pancreaticas en ratones db/db
(168).

Teniendo en cuenta las implicaciones que la regulacion del sistema Activina-Folistatin
pueden tener durante la gestacion normal y en patologias como la preeclampsia, en el
presente estudio se analizaron los niveles circulantes de Folistatin durante la gestacién
en un grupo de mujeres sanas y tres meses posparto, ademas en un grupo de mujeres
gestantes con diagnéstico de preeclampsia en el primero, segundo y tercer trimestres de
la gestacion; también se determind el perfil sérico de Folistatin en las fases folicular y

litea del ciclo menstrual en un grupo de mujeres jovenes sanas.

En el presente estudio se encontr6 un aumento estadisticamente significativo de los
niveles de Folistatin en la fase lutea del ciclo menstrual (p<0.05), sugiriendo un posible
papel regulador de las hormonas esteroideas sobre los niveles de Folistatin; sin embargo,
no se detectd una asociacion entre los niveles de Folistatin y los niveles de progesterona.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son contrarios a lo reportado por Mosler
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et al., quienes no observaron diferencias significativas en los niveles de Folistatin durante
el ciclo menstrual; sin embargo, dicho estudio se realiz6 en un grupo de solo cuatro
mujeres sanas, no fumadoras y en dos puntos del ciclo menstrual, en la fase folicular

(menstruacion) y en la ovulacion (169).

Se conoce que durante la fase folicular temprana se observa un patrén hormonal en el
cual los niveles de estradiol, progesterona y LH se encuentran bajos y la FSH muestra un
pico discreto, mientras que durante la ovulacion, se observa un pico de la LH, un pico
discreto de la FSH y un descenso en los niveles de estradiol, asi como un incremento en
los niveles de progesterona; finalmente, durante la fase lGtea se observan altas
concentraciones de progesterona, niveles basales de LH, FSH y un incremento leve en
los niveles de estradiol (150,170). Por lo anterior, se podria pensar que el incremento en
los niveles de Folistatin en la fase lutea observado en el presente estudio se debe a la
modulacion por parte de la progesterona; son necesarios estudios mas amplios para

confirmar esta relacion.

Por otra parte, en el presente estudio se observo un patrén ascendente en los niveles de
Folistatin conforme avanza la gestacion, observando los niveles mas altos de Folistatin
en el tercer trimestre de gestacion y un abrupto descenso posterior en el grupo de tres
meses posparto. Ademas se observé un descenso en los niveles de Folistatin en el
grupo de gestantes con diagnéstico de preeclampsia. Cabe destacar que se observo una
marcada diferencia entre los niveles séricos de Folistatin en el grupo de mujeres no
gestantes durante la fase latea con respecto al primer trimestre de gestacion, lo cual
apunta hacia la hipétesis del posible papel de la progesterona sobre la regulacion de los
niveles de Folistatin ya que los niveles de progesterona desde el primer trimestre de la
gestacion son mas altos que los correspondientes a la fase litea del ciclo menstrual. Esta
observacion coincide con estudios previos en ratdn, en los cuales se han analizado los
niveles de Fst288 y Fst315, en los primeros dias de la gestacion (etapa de
preimplantacion, dias 1-4) y en respuesta a la administracion de 17B-estradiol y
progesterona en ratones hembra ovarectomizadas, encontrando un incremento en los
niveles de ambas variantes durante fases tempranas de la gestacion y un incrementos en
respuesta al tratamiento con progesterona, demostrando que la progesterona regula la
expresion uterina de ambas variables de Folistatin, durante la gestacion en Utero de ratén
(171).
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El incremento observado en los niveles séricos de Folistatin durante la gestacion, fue
observado previamente por O’Connor et al., quienes, a partir de un estudio transversal,
describieron un patrén similar tanto para activina A como para Folistatin (172). De igual
manera, Wakatsuki et al., reportaron este mismo patrén y un marcado descenso en los
niveles de Folistatin durante el parto y hasta 30 dias posterior a este (173) . En el
presente estudio se confirmé este perfil a partir de una cohorte longitudinal durante la
gestacion y tres meses posparto, observando un descenso marcado que lleva a la mujer
en la etapa posparto a tener niveles similares a los observados en el grupo de mujeres
no gestantes, lo que sugiere una posible funcién reguladora de Folistatin sobre la accion
de activina A durante la gestacion. Es conocido que la accion de activina A es necesaria
para la foliculogénesis y la implantacién del cigoto, asi mismo, es necesaria una fina
regulacion de esta accién para garantizar el apropiado desarrollo del cigoto (154). Esta
regulacion de la reproduccion posiblemente se deba a la accion hormonal, ya que la
gestacion se caracteriza por marcados cambios de los niveles de hormonas y de
adipocitoquinas como leptina, entre las mas estudiadas. En el caso concreto del sistema
Activina A- Folistatin, existe evidencia que sugiere una accion independiente de leptina
por lo menos en lo que se refiere a la regulacion de la ingesta (174,175). Son necesarios

estudios conducentes a aclarar esta posible regulacién durante la gestacion.

Por otro lado, la progesterona es conocida como la hormona de la gestacion, ya que es
fundamental desde la implantacion hasta el desenlace materno-perinatal. Se ha
reportado un descenso en los niveles de progesterona como respuesta al tratamiento con
activina A, B y AB, en células luteinicas de la granulosa humanas (176). Ademas, se ha
demostrado mediante un modelo knockdown para Folistatin, en células de la granulosa
en modelo animal bovino, un descenso en los niveles de estradiol, sin afectar los niveles
de progesterona. Asi mismo, se observl una detencién de estas células en fase S y un
incremento significativo en la apoptosis (177). Finalmente, Petraglia et al., describieron
en células provenientes de placenta humana el efecto estimulante de activina A sobre los
niveles de progesterona (178). Esta discordancia en los hallazgos antes mencionados,
posiblemente se deba al modelo implementado, ya que los dos primeros estudios se
realizaron en células de la granulosa (ovario) y el Ultimo en células provenientes de la

placenta.
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En este sentido, se conoce el efecto estimulante que la activina A ejerce sobre el
potencial invasivo de citotrofoblastos aislados de placenta hasta la décima semana de
gestacion, mientras que Folistatin es inhibidor en la etapa tardia del primer trimestre.
Sugiriendo que la activina materna promoveria la invasion mediada por células
citotrofoblasticas (179). Recientemente, Coutinho et al.,, demostraron en cultivo de
Celulas Stem Cell Embrionarias Humanas (HESC) obtenidas apartir de aspirado de
endometrio, una fina regulacion de la apoptosis entre activina A y Folistatin observando
que, al tratar estas células con activina A sin Folistatin, se incrementa el nivel de
supervivencia celular y al incluir en el tratamiento Folistatin, las células regresan al rango
de apoptosis encontrado en las células control. Este fino control puede ser de gran
importancia ya que la reduccion de la apoptosis podria condicionar una excesiva
invasividad y una implantacion defectuosa (180). Los resultados obtenidos en el presente
estudio posiblemente se deben a la regulacién de Folistatin sobre la accién de activina A,
principalmente en lo relacionado con la invasién, diferenciacion celular y apoptosis, a su

vez mediado por la accion de hormonas esteroideas como estradiol y progesterona.

Finalmente, en el presente estudio se observé un descenso en los niveles de Folistatin
en el grupo de mujeres gestantes con diagndstico de preeclampsia en comparacién con
las gestantes sanas. Estos resultados son concordantes con hallazgos en gestacion
ectdpica y aborto, en los cuales se observd un descenso en los niveles séricos de
activina A y Folistatin en comparacion con el grupo control (181). Asi mismo, en un
estudio en mujeres con Diabetes Mellitus Gestacional se observé un descenso en los
niveles séricos de Folistatin en comparacion con el grupo control (182). Los resultados
del presente estudio también se ajustan a lo observado por Casagrandi et al., quienes
demostraron un descenso en los niveles de expresion de Folistatin y de los receptores de
activina A en placentas a término provenientes de mujeres gestantes sanas y de mujeres
con diagnostico de preeclampsia (183). Sin embargo, otros estudios han mostrado un
aumento en los niveles de activina A en mujeres con preeclampsia, incluso desde el
primer trimestre de gestacion (165,184). Estos resultados sugieren un desbalance entre
los procesos pro y anti apoptoticos que tienen lugar en la placenta desde la implantacion
hasta el parto y que permiten el desarrollo y mantenimiento fetales. Por lo tanto, el
sistema activina A-Folistatin constituye un complejo mecanismo de regulacién de la

diferenciacion, supervivencia e invasion celular de gran importancia durante la gestacion.
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Por otra parte, Nishino et al., reportaron por primera vez la accion de una proteina
secretada denominada Meteorin, debido a su capacidad de elongar la cola de las células
gliales. Se determin6 que esta proteina se expresaba en progenitores neurales
indiferenciados y en linaje de astrocito, incluyendo células gliales radiales, ejerciendo un
efecto sobre su diferenciacion y en la formacién de redes axonales (185). El gen de
Meteorin se localiza en el cromosoma 16 humano (p13.3), su mRNA contiene un marco
abierto de lectura que codifica para una proteina de 293 aminoacidos en humano y 291
en el ratén (185). Meteorin muestra una identidad cercana al 40% en la secuencia de
aminoacidos con Meteorin like, con la cual conforman una nueva familia altamente
conservada. Este ultimo sin embargo, ha sido catalogado como una nueva adipocitoquina
gue se secreta preferentemente en tejido adiposo subcutdneo y no se detectd su
expresion en cerebro, a diferencia de Meteorin (186).

Por otro lado, Park et al., mediante andlisis de secuencias (EST), identificaron un
incremento en los niveles de Meteorin en ciclos de re-oxigenacion posterior a hipoxia, en
cultivos primarios de astrocitos. Ademas, se identificd que la accion de Meteorin ejercia
un efecto atenuante sobre la actividad anti-angiogénica en células endoteliales vy
astrocitos, mediada por (trombospondina) TSP 1/2 (187). Profundizando en el papel de
Meteorin en la diferenciacién de poblaciones neurales, Wang et al., describieron una
nueva funcion de Meteorin en la recuperacion de la enfermedad cerebro-vascular
inducida, promoviendo la neurogénesis estrial y la migracién de neuroblastos en modelo
animal de rata (188). También se ha descrito la expresion de Meteorin en otros tejidos
diferentes al cerebro, tales como rifién, corazén y ovario, asi como en estados

embrionarios y en estados de desarrollo pos-natal, en modelo animal de ratén (189).

Finalmente, Kim et al., mediante un modelo de knockout de Meteorin -/- encontraron que
esta proteina se expresa en la Masa Interna de los blastocistos incluso antes de la
implantacién. Ademas, la delecion de Meteorin genera letalidad en el embrion alrededor
de E7.5, en una etapa de desarrollo posterior a la implantacion, posiblemente durante la
gastrulacién, debido a la regulacion negativa que ejerce la deficiencia de Meteorin sobre
la sefializacién de Nodal, el cual es un miembro de la superfamilia TGF- cuya expresion

es necesaria para el desarrollo definitivo del endodermo durante la gastrulacion (190).
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Partiendo de la importancia de la expresion de Meteorin durante el desarrollo
embrionario, su funcion reguladora de la angiogénesis y teniendo en cuenta que la
preeclampsia se caracteriza por una alteraciéon en el balance de factores pro y anti-
angiogénicos desde etapas tempranas de la gestacion, en el presente estudio se
analizaron los niveles séricos de Meteorin durante la gestacion en un grupo de mujeres
sanas y en un grupo de mujeres que desarrollaron preeclampsia. Se determind la
inmunoreactividad de Meteorin en placenta humana, se determiné el perfil sérico de
Meteorin en un grupo de mujeres no gestantes sanas en la etapa folicular y lutea del ciclo
menstrual y, finalmente, se propuso un algoritmo para la detecciébn temprana de
preeclampsia a partir de la variacion en los niveles de Meteorin y la variacion en peso y
presion arterial en la poblacion de estudio.

En el presente estudio por primera vez se describio la inmunoreactividad de Meteorin en
placenta humana, contrario a lo reportado por Jgrgensen et al., en modelo animal de
ratbn. Se observé inmunoreactividad en sincitiotrofoblastos, citotroblastos y células
deciduales. Por otro lado, se observé un incremento en los niveles séricos de Meteorin
hacia el primer trimestre, siendo este momento de la gestacién en el que se presentaron
los niveles mas altos de Meteorin durante la gestacion, obteniendo diferencias
significativas al comparar con el grupo de mujeres no gestantes (p<0.001) y gestantes en
el segundo y tercer trimestres (p<0.01 en ambos casos). Estos resultados sugieren una

posible regulacion positiva de Meteorin en etapas tempranas de la gestacion normal.

Es llamativo el incremento en los niveles circulantes de Meteorin al inicio de la gestacion,
ya que en este periodo tienen lugar eventos importantes como el remodelamiento de las
arterias espirales uterinas, las cuales cumplen con propiedades mecanicas Yy fisioldgicas
gue son necesarias para la perfusion adecuada de la placenta (107). En este sentido, es
importante retomar los resultados del estudio de Park et al., quienes describieron el papel
de Meteorin como modulador de la angiogénesis a partir de la regulacién negativa de
TSP1/2. Infortunadamente, en el presente estudio no se determiné el perfil sérico de
TSP1/2 en la cohorte de estudio. Sin embargo, Stenczer et al., a partir de un estudio de
casos y controles, reportaron un incremento en los niveles de TSP-2 en el grupo de
mujeres con diagndéstico de preeclampsia en comparacion con el grupo de gestantes

sanas. Ademas, dicho perfil se acompafié de un incremento en los niveles de Flt-1,
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siendo este Ultimo parte del patrén de desbalance pro y anti-angiogenico caracteristico
de la enfermedad (191).

En este sentido, en el presente estudio se realizd una caracterizacion complementaria de
la cohorte mediante la mediacién de PIGF, Flt-1 y sEng, observando el perfil descrito por
Romero et al. (115); estos resultados sugeririan un posible papel regulador de Meterorin
en etapas tempranas del desarrollo placentario, sobre el sistema pro y anti-angiogénico
placentario. Apoyando esta hipotesis, en el presente estudio se encontré una diferencia
significativa entre los niveles de Meteorin en el primer trimestre en mujeres gestantes
sanas en comparacion con el grupo de mujeres con diagndstico de preeclampsia,
(p<0.001).

Es posible entonces que los niveles bajos de Meterorin se relacionen con la
etiopatogenia de la preeclampsia dado que, durante el proceso patolégico que tiene lugar
en el inicio de la enfermedad, se han descrito anormalidades en la invasion
citotrofoblastica a los vasos maternos que conducen a hipoperfusion de la placenta
debido a la falla en la remodelamiento de las arterias espiral uterinas y reduccion en el
area de la superficie. Se presume que los eventos mencionados ocurren en ese orden y
gue generan un circulo vicioso que culmina en el desarrollo de preeclampsia (2,107).
Tomando en consideracién lo descrito por Kim et al.,, Meteorin podria participar en
eventos de proliferacion y diferenciacion celular que dan lugar al establecimiento de la
fina red de vasos maternos y al remodelamiento de las arterias uterinas, lo cual
contribuiria al establecimiento y sano mantenimiento del proceso gestacional. Sin
embargo, son necesarios estudios funcionales conducentes a aclarar el rol de Meteorin

durante la gestacién humana.

En el presente estudio también se formul6 un algoritmo para prediccion temprana de
preeclampsia, tomando en consideracion el patron diferencial de Meteorin en este
periodo de la gestacion en gestantes sanas y en gestantes con la enfermedad. Ademas,
teniendo en cuenta el perfil complementario observado con otros factores pro y anti-
angiogénicos, cuyos patrones han contribuido como herramienta de diagnostico y
seguimiento clinico. Usando la herramienta de mineria de datos de arbol de decision, se

formuld un algoritmo que reunié los datos que mejor explicaron la variacion observada en



133

ambas condiciones. De esta manera, se encontr6 que el odds de desarrollar
preeclampsia decrece entre el 1 y el 35% cuando los niveles séricos de Meteorin
incrementan 1ng/mL. Asi también, el arbol de clasificacibn mostré que los niveles séricos
de Meteorin por encima o por debajo de 23.8ng/mL, son cruciales en la deteccion
temprana de preeclampsia. En este algoritmo se tomé como punto de corte para la

presion arterial sistélica (> 98mmHg) y para el peso 63Kg durante la gestacion media.

El arbol de decisibn mostr6 que las variables de presion arterial sistolica y peso,
analizadas individualmente, no fueron suficientes para clasificar a una mujer en la
cohorte como preeclamptica o normal. La inclusion de los niveles séricos de Meteorin en
primer trimestre aumentd significativamente la sensibilidad en la clasificacion, ya que el
arbol de decision sin los niveles séricos de Meteorin presentd una sensibilidad de 56%,
comparado con 69% de sensibilidad al incluirlos. Estos resultados, sugieren un posible
papel de Meteorin como biomarcador temprano para el desarrollo de preeclampsia y, por
lo tanto, como predictor del desarrollo de la enfermedad. Predecir este desenlace
adverso puede permitirle al personal de salud seleccionar un grupo de gestantes con alto
riesgo que requieren vigilancia y manejo especial para tratar de disminuir el riesgo. Sin
embargo, son necesarios estudios complementarios que permitan dilucidar los

mecanismos moleculares asociados a dicha funcién.

Por otro lado, el tejido adiposo como un érgano endocrino secreta diferentes adipoquinas
las cuales tienen una amplia actividad sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos y
estan implicadas en la patogénesis de la resistencia a la insulina, la diabetes, el sindrome
metabdlico y la ateroesclerosis. Las substancias como leptina y adiponectina secretadas
por el adipocito son verdaderas adipoquinas comparadas con aquellas secretadas por
fracciones no-adipocito del tejido adiposo, como es el caso de TNF-a (192). Muchos
estudios han descrito la presencia y la funcion de diferentes adipoquinas y sus receptores
en los tractos reproductivos masculino y femenino de diferentes especies incluyendo la
humana. Estas adipoquinas regulan la esteoridogénesis ovarica, la maduracion del oocito

y el desarrollo embrionario y también estan presentes en el Gtero y en la placenta (193).

En este contexto, adiponectina es una adipoquina conocida por su funcién en la
regulacion de la homeostasis energética. Mas precisamente, adiponectina es descrita

como una molécula que tiene propiedades antidiabéticas, antiaterogénicas,
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antiinflamatorias y angiogénicas. Se ha propuesto recientemente su funcién en el control
de la funcién reproductiva. Ademas, adiponectina podria ser una sefial que indique un
estado nutricional adecuado para la funcién reproductiva (194). En la placenta,
adiponectina ha sido identificada en la unidad materno-fetal durante el proceso de
remodelamiento de las arterias espirales uterinas. Asi mismo, se ha demostrado que los
trofoblastos de primer trimestre expresan AdipoR1 y AdipoR2, receptores a través de los

cuales adiponectina actuaria sobre la funcién placentaria (195).

Por otra parte, Omentin es una proteina de 34kDa también denominada Intelectin, la cual
fue descrita inicialmente en células de Paneth y posteriormente en tejido adiposo
visceral, pero no en tejido adiposo subcutaneo. Existen dos isoformas de Omentin,
Omentin-1 y Omentin-2 y estas comparten una identidad de 82% en la secuencia de
aminoacidos. Sin embargo, Omentin-1 constituye la mayor isoforma circulante en el
plasma. La expresion de Omentin-1 ha sido descrita en corazén, pulmoén, ovario y
placenta. Como ocurre con adiponectina, los niveles de Omentin-1, se asocian
negativamente con area grasa visceral y niveles bajos son relacionados con obesidad,

diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y enfermedad cardiovascular (192).

En el periodo gestacional temprano, la acrecion de tejido adiposo en la madre se debe a
un incremento en la sintesis de lipidos y a la hiperfagia. En contraste, hacia el dltimo
trimestre la acumulacion de grasa se detiene debido al descenso en la actividad de la
protein lipasa en el tejido adiposo (196). Estos cambios metabdlicos obedecen a la
necesidad de suplir los requerimientos energéticos y nutricionales que demanda el
desarrollo y mantenimiento fetales, asi como la lactancia. En este contexto, la placenta y
el tejido adiposo, juegan un papel fundamental en el establecimiento de las condiciones
metabdlicas necesarias que den lugar a un buen desenlace materno-fetal (195).
Recientemente se ha reportado la inmunoreactividad de Omentin-1 en sincitiotrofoblastos
y células endoteliales de placenta humana (197). Ademas, se ha establecido una
diferencia significativa en los niveles plasmaticos de Omentin-1 durante el ciclo menstrual
regular y en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico, lo que sugiere una posible
funcion reguladora de esta adipocitoquina sobre las hormonas que regulan la funcién

ovarica y la menstruacion (193).
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Teniendo en la cuenta el perfil de Omentin-1 como una adipocitoquina sensibilizadora a
la accién de la insulina y de las posibles implicaciones que su regulacion puede ejercer
durante la gestacién, en el presente estudio se analizé el perfil sérico de Omentin-1, en la
cohorte de gestantes sanas durante primero, segundo y tercer trimestres de gestacion.
Asi mismo, se estudio el perfil de Omentin-1 en mujeres no gestantes jovenes en las
fases folicular y latea del ciclo menstrual. Adicionalmente, se identificé el patréon de
inmunoreactividad en placenta humana de tercer trimestre observando inmunoreactividad

en sincitiotrofoblastos, citotrofoblastos y células endoteliales del tallo velloso.

En el presente estudio se identific6 un patron sérico descendente, siendo el primer
trimestre la etapa gestacional que muestra los mayores niveles de Omentin-1, en
comparacion con el segundo y el tercer trimestres; sin embargo, esta variacion no fue
estadisticamente significativa. Asi mismo, se observé una leve disminucién al inicio de la
gestacion, al comparar los niveles circulantes de Omentin-1 en el grupo de mujeres no
gestantes con el grupo de primero, segundo y tercer trimestres, obteniendo diferencias
estadisticamente significativas en los dos Ultimos (p = 0.022 y p = 0.040,
respectivamente). Este patrén es similar al observado en adipocitoquinas sensibilizantes

de la accién de la insulina como la adiponectina (43).

Los resultados coinciden con lo reportado previamente por Barker et al., en una cohorte
transversal de mujeres gestantes sanas y con diabetes gestacional durante el primero
segundo trimestres y a las siete semanas posparto (197). Estos autores observaron
mayores niveles de Omentin-1 hacia el primer trimestre en comparacion con el segundo
trimestre y el posparto. Los resultados del presente estudio sugieren un aporte
significativo a los niveles maternos de Omentin-1 posiblemente por parte de la placenta y
el tejido adiposo visceral, dado el grado de acumulacién adiposa que se alcanza durante
la gestacién temprana. Asi mismo, una disminucion en la expresiéon de Omentin-1 en
placenta humana, est4 asociada con obesidad materna preexistente; esta alteracion
puede influir en el desarrollo de desérdenes metabdlicos en la descendencia en la vida
adulta (193).

Con respecto al patrén sérico, en el caso de la accién de adiponectina se plantea que a
partir de la segunda mitad de la gestacién, el cual es un periodo gestacional

caracterizado por un crecimiento fetal acelerado y tomando en consideracion que
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adiponectina ha mostrado impedir el transporte transplacentario de aminoacidos mediado
por la insulina, un patrén sérico materno con niveles constantes de adiponectina, podrian
poner en riesgo el desarrollo fetal. Por esta razon es posible hipotetizar que durante la
gestacion, el descenso en los niveles adiponectina contribuye a la pérdida de la
sensibilidad a la insulina y por otra parte, esto podria prevenir una excesiva transferencia
transplacentaria de nutrientes en aquellas gestaciones caracterizadas por una excesiva

resistencia a la insulina (195).

Sin embargo, tanto para adiponectina como para Omentin-1, se ha observado un
incremento en los niveles circulantes en sangre de corddén umbilical, con respecto a la
concentracion materna (118,198), asi como mayores niveles en sangre de cordén de
neonatos grandes para la edad gestacional en comparacion del grupo control (199,200),
lo cual sugeriria una mayor participacion del feto en la regulacion del metabolismo
durante la etapa final de la gestacion, dado que los niveles de adiponectina solo fueron
detectados posterior a la semana 31 de gestacion. Se requieren estudios funcionales que
contribuyan a dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes a los hallazgos antes

expuestos.

13. Conclusiones

13.1.Conclusiones primer capitulo estudio mRNA

1. El presente estudio constituye el primer analisis del transcriptoma a nivel de
mMRNA y miRNA en placenta de rata, en diferentes edades gestacionales y en
condicién nutricional ad libitum y con restriccion del 35% en la ingesta descrito a
la fecha.

2. La placenta muestra un patrén transcripcional dindmico y propio de cada edad
gestacional analizada.

3. En el presente estudio se describi6é por primera vez el perfil sérico de Omentin-1 a

través de la gestacion, en modelo de rata.
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10.

13.2.

Omentin-1 y Nesfatin-1 mostraron perfiles de expresién y sérico similares al
observado en adipocitoquinas sensibilizantes a la insulina como adiponectina.

En el presente estudio se describié por primera vez el perfil sérico de Chemerin a
través de la gestacion, en modelo de rata

Chemerin muestra un patrén que podria asociarse a una condicidén tolerogénica
en el microambiente placentario hacia los 16 dias de gestacion.

Este es el primer reporte del perfil de expresion del sistema Bdnf/TrkB en placenta
de rata en diferentes edades gestacionales.

Bdnf mostr6é los niveles séricos mas bajos hacia el inicio de la gestacion,
posiblemente debido al estado anabdlico.

Bdnf mostré un patrén no concordante en cuanto al perfil de expresion a nivel de
MRNA y la proteina, similares hallazgos habian sido descritos en otros contextos
celulares.

La placenta posiblemente no sea la principal fuente de expresion y secrecion de
Irisin circulante, estando probablemente a cargo de tejidos como el musculo

esquelético y el tejido adiposo durante la gestacion.

Conclusiones primer capitulo estudio miRNAs

El presente estudio constituye el primer andlisis del transcriptoma a nivel de

miRNA en placenta de rata, documentado a la fecha.

Se identificaron perfiles de expresion Unicos que integran grupos de miRNAs, con

posibles caracteristicas funcionales similares o compatrtidas.

Se describio por primera la presencia de redes de co- expresion génica en

placenta de rata.

Se describio por primera vez una posible interaccion entre miRNAs y genes

blanco predichos, de acuerdo con los coeficientes de correlacién de Pearson.
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5. Es necesaria la confirmacién experimental de los resultados obtenidos en el

13.3

presente estudio, con el fin de validar la utilidad biolégica en el modelo de estudio

y su posible extrapolacion hacia la fisiologia de la gestacion humana.

Conclusiones segundo capitulo

Se describié por primera vez el perfil sérico de Chemerin a través de la gestacion
humana.

Los niveles séricos de Chemerin disminuyen al inicio de la gestacion e
incrementan conforme avanza, posiblemente en relacion con el estado
proinflamatorio caracteristico del final de la gestacion.

Los niveles séricos de BDNF mostraron una variacion que coincide con el perfil de
leptina durante la gestacion.

Se observo una disminucién en los niveles de séricos de lIrisin en segundo y en
tercer trimestre en el grupo de mujeres preeclampticas, en comparacioén con el
grupo de mujeres gestantes sanas. El seguimiento de los niveles séricos de Irisin
podrian constituir una herramienta diagnéstica de utilidad clinica.

Se describié por primera vez la expresion de la proteina Irisin en placenta humana
en los periodos gestacionales analizados.

También por primera vez se describié un incremento en los niveles circulantes de
Irisin durante la fase lGtea del ciclo menstrual y a través de la gestacion.

Se observé una disminucién en los niveles séricos de Folistatin en el grupo de
mujeres gestantes con diagnéstico de preeclampsia, sugiriendo su importancia
como un posible biomarcador de la patologia.

En el presente estudio por primera vez se reportdé la inmunoreactividad de
Meteorin en placenta humana.

Se observaron niveles mas altos de Meteorin en el primer periodo de la gestacion,
obteniendo diferencias significativas al comparar el grupo de mujeres no
gestantes, con gestantes en el segundo y tercer periodos de la gestacion y con el

grupo de gestantes con preeclampsia.
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10.

11.

12.

Se formulo un arbol de decision en el cual incluyendo variables de estudio como
peso en la gestacién media, presion arterial sistélica en la gestacion media y los
niveles de Meteorin, se obtuvo una sensibilidad del 69%, en la clasificacion de
mujeres con PE.

En el perfil sérico de Omentin-1 durante la gestacion, en el presente estudio se
identificd un patrén sérico descendente similar al observado en adipocitoquinas
sensibilizadores de la accién de la insulina como es el caso de la adiponectina.
BDNF y Omentin-1 mostraron perfiles séricos concordantes entre el modelo animal
de rata en las edades gestacionales estudiadas y la cohorte longitudinal de

mujeres gestantes, analizada.
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