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Resumen

Antecedentes: Estudios farmacoldgicos sugieren que la activacion del receptor de
adenosina Aza (A22AR) via generacion de oxido nitrico (NO) aumenta la expresion del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) provenientes de embarazos normales o con pre-eclampsia.
Por otro lado, el factor inducido por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) regula la expresion de VEGF
y ademas es sensible a cambios en los niveles de NO intracelular.

Objetivos: Comprobar si la presencia funcional del A;pAR es necesaria para regular
expresion de VEGF en células provenientes de embarazos normales y pre-eclampticos;
e, investigar si el aumento de la expresion de VEGF mediada por A2aAR involucra la
participacion de HIF-1a.

Metodologia: Cultivos primarios de HUVEC, asi como de células endoteliales de la
microcirculacion placentaria (hPMEC) de embarazos normales (n=10) y pre-
eclampticos (n=8) fueron utilizados en este estudio. Ademas, en experimentos
puntuales de hipoxia (i.e., 2% oxigeno, como modelo de pre-eclampsia) se utilizé6 una
linea celular de HUVEC. Las células fueron incubadas (12 o 24 h) con el agonista
selectivo del Ax»AR, CGS-21680 (10°M) en ensayos de pérdida y ganancia de la
expresion funcional del A;aAR, para posteriormente medir los niveles de mRNA de
VEGF por PCR semicuantitativo, proliferacion celular y ensayos de angiogénesis en
matrigel. En experimentos paralelos, el donador de 6xido nitrico, SNAP (10°M) fue co-
incubado con CGS-21680 en ensayos de represion de la expresion de Ax,AR. Estudios
de translocacién de HIF-1la fueron realizados en células expuestas a CGS-21680,
utilizando histona 3 como marcador de extraccion nuclear.

Resultados: La estimulacion con CGS-21680 (24 h) aumenta la proliferacién celular en
forma dosis respuesta (LogECso 10°° M), la cual fue inhibida por su antagonista
selectivo SCH-58261. Ademas, similar a CGS-21680, SNAP aumento la proliferacion
celular en forma dosis respuesta (LogECso 102 M). Posteriormente, HUVEC
expuestas a un RNA de interferencia (siRNA) para A2aAR, mostraron una reduccion en
el nivel de mRNA (~94%) y de proteina (~83%) para A2sAR respecto a la condicién
control sin siRNA; lo cual se asocidé a una significativa reduccién en la respuesta a
CGS-21680, estimada por los niveles de AMP ciclico intracelular (AMPc), vy nitritos,
(i.e., metabolitos NO), asi como por una reducida capacidad de formacion de tubos en
matrigel, sin afectar la sobrevida celular. En estas condiciones experimentales, se
encontré que el donador de NO, SNAP, recupero parcialmente la proliferacion celular y
la capacidad de formacion de tubos de las células provenientes de embarazos
normales expuestas a siRNA para AaAR. En otra serie de experimentos se encontrd
que CGS-21680 incrementoo significativamente (~1.5 veces) el nivel de mRNA para
VEGF en células de embarazos normales, pero no asi, en HUVEC de pre-eclampsia.
Adicionalmente, en comparacion con células no transfectadas, la transfeccién con
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siRNA para A2aAR generd una disminucion (~30%) del nivel de mRNA para VEGF en
embarazo normal y preeclampsia, un efecto que fue revertido mediante la co-
incubacion con SNAP, unicamente en células de embarazos normales.

Por otro lado, en una linea celular de HUVEC en la cual se realizaron ensayos de
ganancia y pérdida de expresion del A,aAR mediante la utilizacion del vector CVM-flag
Aza y del siRNA Aja, respectivamente; se encontrd6 que CGS-21680 no fue capaz de
aumentar significativamente los niveles de mRNA para VEGF tanto en condicion
normoxia como hipoxia. Sin embargo, la represion del A22AR redujo significativamente
(~32%) los niveles de mRNA para VEGF en condiciébn normoxia; no asi en hipoxia, en
donde hubo una reduccion parcial del 18% en relacién al control. Paraddjicamente, la
sobre-expresion del A2aAR también redujo el nivel de VEGF tanto en normoxia (~62%,
p<0.05) como en hipoxia (~56%, p=NS).

Ademas, se mostrd la presencia de la via A;a-NO-VEGF en hPMEC de embarazos
normales y pre-eclampticos. Asi, en estas células, CGS-21680 aumentd la proliferacion
celular en forma dosis respuestas mostrando una logECso de 10%7 M. CGS-21680 (10°
8M x 12 h) aumentd el nivel de proteina VEGF tanto en células de embarazos normales
(~1.5 veces) como pre-eclampticas (~1.2 veces). Este aumento, fue bloqueado por el
antagonista del A;pAR, ZM-241385 (10 M) y por el inhibidor de la sintesis de NO, L-
NAME, en células de ambas condiciones estudiadas. Adicionalmente, ZM-241385 o L-
NAME, en forma independiente, redujeron (40 y 80%, respectivamente) la abundancia
de proteina VEGF en células de embarazos normales. Por su parte en pre-eclampsia,
también se evidenci6 una reduccién con estas dos moléculas alcanzando ~50 y ~15%
de reduccidn, respectivamente, en relacion a la condicion basal sin tratamiento.
Finalmente, los estudios de translocaciébn mostraron que CGS-21680 indujo un
aumento significativo en el nivel de proteina HIF-1a en la fase nuclear en células de
embarazos normales, pero no en aquellas provenientes de pre-eclampsia.
Conclusiones: La presencia de A;sAR es necesaria para inducir la expresion de
VEGF, por una via que involucraria 6xido nitrico y translocacion del HIF-1a al nucleo.
La via A2a-NO-VEGF estaria presente en forma transversal en endotelio de la micro y la
macrocirculacién ya sea de embarazos normales o pre-eclampticos. Sin embargo, en
HUVEC de pre-eclampsia, es posible que la sefalizacion via NO esté alterada. La
sobre-expresion de A,nAR desencadena un efecto compensatorio de limitacion de la
expresion de VEGF.

Palabras clave: Adenosina, A,aAR, angiogénesis, pre-eclampsia, 0xido nitrico, VEGF
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l. Introduccioén

El endotelio esta formado por una monocapa de células que recubre el interior de
los vasos sanguineos, capilares y linfaticos y que cumple mdultiples funciones tales
como: vasodilatacién, vasoconstriccion, angiogénesis, fluidez sanguinea, coagulacion,
intercambio de nutrientes, desarrollo de 6rganos, remodelamiento vascular, entre otras
(Deanfield, Donald et al. 2005). Estas células tienen un alto grado de especializacién
segun el tejido en el cual se encuentren. Asi por ejemplo, multiples evidencias han
mostrado que el endotelio presente en vasos de pequefio calibre (microcirculacion)
tiene caracteristicas funcionales distintas a aquellas presentes en vasos de mediano o
gran calibre (macrocirculaciéon)(Lyall and Greer 1996; Dye, Lawrence et al. 2004;
Sobrevia, Abarzua et al. 2011). Sin perjuicio de ello, también es claro que estas células
guardan ciertas similitudes funcionales, que en caso necesario les permitiran responder
al unisono.

Por otro lado, adenosina, un nucleésido que proviene del metabolismo del ATP, el
cual es capaz de sefalizar al interior celular, a través de la estimulacién de una familia
de proteinas de membrana conocidas como receptores de adenosina (AR); cuyos
miembros son A;AR, AxxAR, AxAR, y A3AR (Fredholm, AP et al. 2001). La
sefalizacion intracelular que emiten estos receptores es de interés, debido a la
importancia que cumple adenosina en procesos tales como: control del tono vascular,
inhibicion de la agregacion plaquetaria, reduccion de moléculas pro-inflamatorias,
regulacion de la conduccion eléctrica cardiaca, control del proceso de angiogénesis

entre muchas otras (Jacobson and Gao 2006).
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Precisamente, es de interés para esta tesis, estudiar la via de sefalizacion
intracelular de adenosina a través de la estimulacién del A,,AR y la importancia de su
activacion en procesos tales como aumento en la sintesis de factores pro angiogénicos
tales como el factor de crecimiento endotelial (VEGF). En este contexto, estudios
previos han caracterizado farmacol6gicamente la interaccion entre A,pAR, generacion
de oxido nitrico (NO) y VEGF en células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC), loo cual ha sido definida como la via A;a-NO-VEGF (Escudero, Bertoglia et
al. 2013). Los mecanismos por los cuales el NO generado por activacion de A,a pueden
controlar la expresion de VEGF, son menos conocidos. Sin embargo, estudios
moleculares indican que A,nAR aumenta la actividad transcripcional del promotor de
VEGF, y en particular un segmento asociado a la regulacion por el factor inducido por
hipoxia 1 alfa (HIF-1a) (Feoktistov, Goldstein et al. 2002). Por otro lado, otro grupo de
evidencias sefialan que la translocacion nuclear de HIF-1a, a su vez puede ser
controlado por NO (Riano, Ortiz-Masia et al. 2011). Asi, es posible que HIF-1a sea una
proteina intermediaria asociada a la via A;a-NO-VEGF.

Por otro lado, en pre-eclampsia, una condicién caracterizada por disfuncién de las
células endoteliales (Maynard and Karumanchi 2011); se ha mostrado elevacién de los
niveles extracelulares de adenosina cuyas causas y efectos son poco conocidas
(Spaans, Vos et al. 2014). Estudios anteriores han mostrado que las HUVEC
provenientes de embarazos pre-eclampticos que ocurren posterior a las 35 semanas de
gestacion (o conocida como pre-eclampsia de inicio tardio) muestran un aumento basal

de la via A,a-NO-VEGF, caracterizada por elevaciéon en la sintesis de NO asi como en
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la abundancia de la proteina VEGF asociada a activacion basal de A,nAR (Escudero,
Bertoglia et al. 2013).

En esta tesis se busca confirmar la regulacion de la expresion de VEGF mediada
por A2aAR como un mecanismo de regulacion transversal en células endoteliales de la
micro y macrocirculacion de embarazos normales y pre-eclampticos. Asi como también,
investigar si la translocacién nuclear HIF-1a estaria asociado con el control de la
expresion de VEGF mediado por A2aAR en células de embarazos normales y pre-

eclampticos.
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Il. Marco Tedrico

Il.1. Células endoteliales

Las células endoteliales limitan la superficie interna de los vasos sanguineos y
linfaticos, ademas de jugar un importante rol en el desarrollo y el remodelamiento
vascular, en la mantencion del tono vascular, fluidez sanguinea, coagulacion,
intercambio de nutrientes y el desarrollo de los 6rganos (Chi, Chang et al. 2003). El
endotelio es también responsable de la generacion de nuevos vasos a través del
proceso de angiogénesis (Shibuya 2006; Escudero, Puebla et al. 2009). Todas estas
funciones del endotelio estdn asociadas con la habilidad de sintetizar y liberar
moléculas vasodilatadoras como 6xido nitrico (NO), prostaglandina |, (prostaciclina), o
adenosina (Moncada and Higgs 1993; Casanello, Escudero et al. 2007), asi como
vasoconstrictores tales como endotelina y angiotensina (Walters and Boura 1991; Ajne,
Ahlborg et al. 2005) (ver Figura 1).

El endotelio derivado de la microcirculacion difiere en relacion al endotelio
derivado de macrocirculacion (Chi, Chang et al. 2003). Por ejemplo, en términos de la
capacidad de sintesis de NO se conoce que las células de la microcirculacion
placentaria humana (hPMEC) generan menor cantidad de NO que el endotelio
macrovascular de vena umbilical humana HUVEC (Dye, Lawrence et al. 2004). En el
campo de la angiogénesis mediada por receptores de adenosina, las células de la
microcirculacion sintetizan una mayor cantidad de VEGF posterior a la activacion de
dichos receptores, en particular del AzgAR, que aquellas de la macrocirculacion

(Feoktistov, Goldstein et al. 2002). Ademas, a diferencia de las células de la
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macrocirculacion, aquellas provenientes de la microcirculacion son mas sensibles a la
estimulacion con VEGF (Bartoli, Platt et al. 2003). Pese a estas importantes diferencias,
es también necesario resaltar que las células endoteliales de cualquier tejido tienen
también funciones comunes. En el caso particular, en cultivo mantienen capacidad de
formacion de estructuras tubulares en matrigel, sugiriendo la presencia de mecanismos
de regulacion conservados en estas células independiente de su origen. En esta tesis,
se busca caracterizar la presencia de la via A;a-NO-VEGF en células de la micro y

macrocirculacion.

II.2. Angiogénesis.

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forma un nuevo vaso
sanguineo a partir de otros preexistentes (Shibuya 2006). El endotelio participa en la
angiogénesis a través de varios procesos, que incluyen la proliferacion celular /
migracion, la formacion de tubos; asi como la sintesis y liberacion de factores pro-
angiogénicos, tales como VEGF (Shibuya 2013) y factores anti-angiogénico incluyendo
el receptor soluble de VEGF (sFlt-1) (George et al., 2010).

La angiogénesis es un proceso ontolégicamente diferente de la vasculogénesis,
la que a su vez constituye la formacién de vasos sanguineos de novo. La angiogénesis
es un proceso complejo impulsado por sefales endoteliales y dependiente de tejido; en
el que al menos tres etapas secuenciales pueden ser identificados: 1) quiescencia, 2)
activacion y 3) resolucion (Carmeliet and Jain 2011). Estos procesos han sido
resumidos por el grupo del Prof. Peter Carmeliet (Carmeliet and Jain 2011), quienes
describieron que durante la quiescencia, las células endoteliales estan en reposo y

tienen una larga vida media. Ademas, durante esta etapa, las células endoteliales estan
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protegidas contra procesos que alteran su funcionalidad, gracias a la accion autocrina
de varias sefales de mantenimiento entre las cuales se encuentra VEGF,
angiopoyetina-1 (ANG-1), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y la via de
sefializacion dependiente de Notch. Asi como también, durante esta etapa el endotelio
recibe sefales paracrinas de los pericitos (tipo de célula que cubre los vasos
sanguineos maduros), los cuales liberan sefales de sobrevida y de inhibicion de la
proliferacion celular a través del VEGF o ANG-1 (Carmeliet and Jain 2011). Entonces,
en un adulto sano, las células endoteliales exhiben una monocapa no proliferativa con
larga vida media y cubierta de pericitos.

Una vez que las sefiales proangiogénicas liberadas por el tejido (que incluyen el
VEGF, ANG-2, FGF, quimiocinas, mediadores inflamatorios y tumorales) son percibidas
por las células endoteliales, se inicia la segunda etapa o de activacion de la
angiogénesis. En esta segunda etapa, los pericitos se separan de la pared vascular y
se liberan de la membrana basal la cual es a su vez degradada por enzimas
proteoliticas. Luego, las células endoteliales se desacoplan de sus uniones, lo cual es
acompafado por vasodilatacion, llevando a un aumento de la permeabilidad vascular y
la extravasacion proteica. Por lo tanto, los exudados de proteina forman una matriz
extracelular (ECM) que constituye un andamio provisional que sirve como plataforma
para la migracion de células endoteliales y la formacion de nuevos vasos (Carmeliet
and Jain 2011).

Para construir, ademas, un nuevo vaso sanguineo y evitar la migracion
endotelial en una forma cadtica, se requiere un proceso por el cual algunas células

endoteliales, conocidas como las "células punta”, son seleccionadas para dirigir la
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migracion celular en presencia de sefiales proangiogénicas, mientras que las células
vecinas asumen posiciones subsidiarias que forman las "células del tallo". La
especializacion en células punta y del tallo no es un proceso aleatorio, las células se
seleccionan de acuerdo a la expresion de VEGF y sus receptores (VEGFR), en la que
el VEGFR tipo 2 (VEGFR2) esta presente principalmente en "células punta”, mientras
VEGFR1 estan en "células del tallo" (Suchting, Freitas et al. 2007). Ademas, las células
punta estdn equipadas con filopodios para detectar las sefiales de orientacién del
medio ambiente tales como efrinas y semaforinas, mientras las células del tallo liberan
moléculas tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGFL7) en la matriz
extracelular para entregar informacion sobre la posicion a células vecinas, lo cual a su
vez sirve para la posterior elongacion del vaso sanguineo (Carmeliet and Jain 2011;
Carmeliet and Ruiz de Almodovar 2013). Con el fin de establecer un puente
anastomatico entre el vaso que se esta formando y otro distante, otros tipos celulares
deben entrar en accién. Asi, se conoce la participacion de células mieloides,
fibroblastos, y los mismos pericitos, los cuales permiten establecer una comunicacion
funcional y estable entre vasos vecinos (ver figura 2).

El paso final en este proceso incluye la formacion de los vasos funcionales
convirtiéendose en un tubo estable en el que el fluo de sangre pasa en forma
permanente, luego de lo cual las células endoteliales tienen que volver al estado de
reposo y ser cubiertas de pericitos, proceso que se conoce como resolucion. Este
proceso también es un fenOmeno activo en el cual se requieren varias sefiales,
incluyendo: el factor de crecimiento derivado de las plaquetas B (PDGF-B), ANG-1,

factor de crecimiento transformante-p (TGF-B), ephrin-B2 y la via de sefalizacion de
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Notch, entre las principales (Carmeliet and Jain 2011). Los inhibidores de proteasa
también participan permitiendo la estabilizacién de la membrana basal, lo cual ademas
contribuye para que las células endoteliales permanezcan juntas a través de uniones
estrechas evitando asi la extravasacion de plasma y asegurar el flujo sanguineo 6ptimo

en el tejido adyacente (Carmeliet and Jain 2011) (ver Figura 2).

Il. 3. Adenosina como regulador pleiotropico

La adenosina en un nucleésido purinico derivado del metabolismo del adenosin
trifosfato (ATP), difosfato (ADP) o monofosfato (AMP) (Desai, Victor-Vega et al. 2005) o
por hidrélisis de la S-adenosin-homocisteina (Broch and Ueland 1980). Los niveles
extracelulares de adenosina son finamente controlados por una serie de mecanismos
fisioldgicos que incluye enzimas que sintetizan o degradan esta molécula, asi como
transportadores equilibrativos o concentrativos (ver Figura 3).

Adenosina es una molécula pleiotropica que interviene en el control del tono
vascular, inhibicion de la agregacion plaquetaria y de monocitos, reduccion de
moléculas pro-inflamatorias, control del proceso de angiogénesis, regulacion de la
conduccibn eléctrica cardiaca y la funcién de bomba del corazén; a nivel del sistema
nervioso central es la molécula encargada de la induccion del suefio, esta asociada al
control de los movimientos involuntarios, participa en el control de adiciones entre otras
multiples funciones en el organismo humano (Olah and Stiles 2000; Chen, Eltzschig et
al. 2013) Todas estas funciones las cumple a través de la activacion de receptores de
membrana conocidos como receptores de adenosina (AR). En la siguiente seccion

analizaremos en detalle estas proteinas.
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Il. 4. Receptores de adenosina

La adenosina ejerce sus efectos bioldgicos mediante la activacion de receptores
de membrana (Olah and Stiles 2000). A la fecha se ha identificado cuatro tipos de
receptores de adenosina: A1AR, AopAR, ApAR, AsAR, (Tabla 1) (Fredholm, Irenius et
al. 2001; Schulte and Fredholm 2003). Los receptores A; y Az se encuentran acoplados
a proteinas Gj, cuya activacion disminuye el cAMP intracelular, mientras que los
receptores A,, acoplados a proteinas Gs, aumentan los niveles intracelulares de este
segundo mensajero (Sexl, Mancusi et al. 1997; Thilakarathna, Rupasinghe et al. 2013).
Los efectos fisiolégicos de la activacion de este grupo de receptores se traducen
principalmente en mecanismos moleculares involucrados en la regulacion del tono
vascular (Wyatt, Steinert et al. 2002), angiogénesis (Feoktistov, Goldstein et al. 2002;
Feoktistov, Ryzhov et al. 2004), proliferacion (Grant, Davis et al. 2001), permeabilidad
endotelial, inflamacién (Olah and Stiles 2000), proteccion celular al dafio inducido por

las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Headrick, Ashton et al. 2013), entre otros.

11.4.1 AJAR.

El gen que codifica para el receptor de adenosina A; ha sido localizado en el
cromosoma 1g32.1 (Chen, Eltzschig et al. 2013), cuyo transcrito es un polipéptido con
un peso molecular de ~34 kDa. El A;AR es el subtipo del receptor de adenosina mas
conservado entre las especies (Fredholm, Irenius et al. 2001) y es expresada
ampliamente en todo el cuerpo, es asi como podemos encontrar en nervios, corazon,

tejido del rindn y tejido adiposo. Sin embargo, los niveles mas altos de este receptor se
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encuentran en el cerebro, especialmente en las terminaciones nerviosas excitatorias

(Daly and Padgett 1992).

11.4.2 A,nAR

El gen que codifica para el receptor de adenosina A ha sido localizado en el
cromosoma 22q11.23 (MacCollin, Peterfreund et al. 1994). Los receptores de
adenosina Aa presentan un peso molecular de ~45 kDa (409 aminoé&cidos) y
comparten homologia del 45% con el A;AR (Olah and Stiles 2000). EI dominio
intracelular en el A;pAR, a diferencia de los otros receptores, forma una prolongacién
de 122 aminoacidos que puede interactuar con otras proteinas intracelulares
(Gsandtner, Charalambous et al. 2005) dependientes (Schulte and Fredholm 2003) e
independientes de cAMP (Gsandtner, Charalambous et al. 2005). Dentro de las
proteinas mas estudiadas estan la protein kinasa A (PKA) y proteinas kinasas
activadas por mitogenos (MAPK) (especificamente ERK1/2) (Sobrevia and Mann 1997,
Wyatt, Steinert et al. 2002). Se ha informado que la activacion de A,nAR aumenta la
sintesis de NO a través de la activacidon de la sintasa de éxido nitrico endotelial (eNOS)
(Escudero, Bertoglia et al. 2013) lo cual a su vez es dependiente de activacion de
ERK1/2 (Wyatt, Steinert et al. 2002) y transporte de L-arginina mediado por el sistema
y" en HUVEC (Sobrevia and Mann 1997). Precisamente la presente tesis busca
abordar esta via de activacion de la sintesis de NO por A22AR, como un mecanismo

necesario en el control de la expresion de la proteina proangiogénica VEGF.
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11.4.3 A.sAR

El gen que codifica AgAR ha sido localizado en el cromosoma 17pl12-11.2
(Jacobson, Johnson et al. 1995), el cual codifica una proteina con un peso molecular
calculado de 36-37 kDa (Feoktistov and Biaggioni 1997). Este receptor, al igual que el
A2aAR estd presente practicamente en todas las células y por tanto ampliamente
distribuido en el organismo; sin embargo, su nivel de expresion es muy bajo comparado

con la expresion del A;aAR (Feoktistov and Biaggioni 1997).

11.4.4 AsAR.

El gen que codifica para el receptor de adenosina Az ha sido localizado en el
cromosoma 1pl3.2, cuya proteina tiene un peso molecular de ~43 kDa. Hay una
variacion considerable en la farmacologia, distribucion y por lo tanto funcién de los
receptores Az entre las especies. A pesar del bajo nivel de expresion del AsAR en la
mayoria de células y tejidos, su expresion es autorregulada en las células de sangre de
pacientes con patologias como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn (Ochaion,

Bar-Yehuda et al. 2009) y cancer de colon (Gessi, Cattabriga et al. 2004).

II.5. Expresion de receptores de adenosina y angiogénesis
Basicamente, todos los receptores de adenosina han sido implicados en la
modulacién de la angiogénesis (ver Escudero, Roberts et al. 2014). Brevemente, la

estimulacibn de A;AR en células progenitoras endoteliales (EPCs) embrionarias
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promueve su adherencia al endotelio vascular, lo que sugiere un papel importante para
este subtipo de receptor en la vasculogénesis (Ryzhov, Solenkova et al. 2008).
También se ha informado que A;AR aumenta la expresion de VEGF en monocitos lo
cual promueve la angiogénesis (Clark, Youkey et al. 2007).

Por otro lado, dependiendo del tejido o célula estudiada, AaAR y A,sAR pueden
desempefiar un papel dominante en la regulacion de factores angiogénicos. Por
ejemplo, el AsAR incrementa la expresion de factores proangiogénicos incluyendo,
VEGF, bFGF, factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), e interleucina 8
(IL-8) en células endoteliales microvasculares humanas (Grant, Tarnuzzer et al. 1999;
Feoktistov, Goldstein et al. 2002). Mientras que el A;sAR aumenta la expresion de
VEGF en los macrofagos y células endoteliales (Leibovich, Chen et al. 2002; Pinhal-
Enfield, Ramanathan et al. 2003). Ademas, se ha mostrado también que la estimulacién
de A22AR en una linea celular de endotelio microvascular (HMEC-1) es capaz de inhibir
la liberacion del factor antiangiogénico como trombospondina 1, proporcionando otro
mecanismo por el cual adenosina pudiera regular positivamente el proceso de
angiogénesis (Desai, Victor-Vega et al. 2005). Por otro lado, la estimulacién de AzAR
en mastocitos y en algunos tumores puede resultar también en la regulacién positiva de
factores pro-angiogénicos como una via complementaria a la accion del AgAR
(Feoktistov, Ryzhov et al. 2003).

Ademas, se ha mostrado la expresion funcional de A;a AR y A2sAR en distintos
tipos de células endoteliales, los cuales han sido asociados con aumento de la
proliferacion celular en endotelio de retina (Grant, Tarnuzzer et al. 1999; Grant, Davis et

al. 2001), HUVEC (Feoktistov, Ryzhov et al. 2004; Escudero, Bertoglia et al. 2013), o
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células arteriales coronarias de porcinos y endoteliales de aodrta de rata (Dubey,
Gillespie et al. 2002). Sin embargo, no queda claro si AJAR y AsAR se expresan
funcionalmente en endotelio, debido a que se han reportado resultados contradictorios

(Wyatt, Steinert et al. 2002; Schaddelee, Voorwinden et al. 2003).

[1.5.1 Los receptores de adenosina y vias intracelulares durante la angiogénesis

Aunque algunos datos sugieren que el AMPc puede jugar un papel en los
efectos pro-angiogénicos de la adenosina en ciertas células (Takagi, King et al. 1996),
otros estudios muestran que la regulacion positiva de factores angiogénicos esta
mediada a través del acoplamiento a Gq, posiblemente con la participaciéon de MAPK
(Grant, Tarnuzzer et al. 1999; Grant, Davis et al. 2001; Feoktistov, Goldstein et al.
2002; Ryzhov, Biktasova et al. 2014).

Un reciente estudio (Ryzhov, Biktasova et al. 2014) utilizando HMEC-1,
demostrd que el aumento de la expresion de VEGF mediada por activacion del A;sAR
se asocia con un aumento en la actividad transcripcional del promotor de VEGF
involucrando la proteina activadora 1 (AP-1) vy el factor transcripcién JunB (JunB). Otro
estudio en HUVEC, informé que la activacion de ERK mediada por adenosina puede
implicar la siguiente cascada de sefalizacidn: proteina Gas-activacion de la adenilil
ciclasa-aumento de cAMP intracelular-activacion de Epac 1-RapGTPase, B-Raf, y
finalmente ERK (Fang and Olah 2007), lo que ejemplifica lo complejo de la sefializacion
de este receptor en el control de la expresion de proteinas pro-angiogeénicas.

Ademas de estas vias sefialadas, se ha mostrado también que la activacion de

receptores AoxpAR y/o AsAR en células endoteliales activarian ERK y p38 MAPK, lo
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cual llevaria a activacion del factor inducible por hipoxia 1 a (HIF-1a) y sintesis de 6xido
nitrico (NO) (Escudero, Roberts et al. 2014). Asi por ejemplo, usando macréfagos
cargados de colesterol (foam cells) generadas in vitro, Gessi y sus colaboradores
(Gessi, Fogli et al. 2010) encontraron que la activacion de AsAR, A2sAR, y en menor
medida de AzsAR, se asocié con un aumento en la produccion de VEGF inducida por
adenosina e hipoxia. Este ultimo efecto fue dependiente de la activacion de ERK, p38
MAPK, Akt y HIF-1a.

Ademas, varios reportes sugieren que adenosina puede aumentar la sintesis del
modulador angiogénico oxido nitrico (NO) en cultivos de células endoteliales (Sobrevia,
Nadal et al. 1996; Li, Fenton et al. 1998; 2002; Wyatt, Steinert et al. 2002). En la

siguiente seccion profundizaremos esta via de interés para la presente tesis.

I1.6. Via A2a-NO-VEGF en células endoteliales humanas

El rol pro-angiogénico del A;xAR se debe en parte a una induccién en la sintesis
y liberacion de NO y VEGF desde las células endoteliales. En este sentido, estudios
iniciales de Takagi y colaboradores (Takagi, King et al. 1996) utilizando células
endoteliales retinales de bovinos mostraron que la estimulacién de los receptores A,
(A22AR y AsAR) se asocio con un aumento (2 veces) en la cantidad de mRNA para
VEGF luego de 4.5 horas de incubacion con agonistas como DPMA, NECA o CGS-
21680. En estudios paralelos mostraron también que el aumento de mRNA para VEGF
evidenciado en células expuestas a hipoxia fue significativamente reducido en células

incubadas con un inhibidor selectivo del A;,AR. Con estos resultados los autores
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concluyen que el A2xAR en estas células era capaz de regular la expresion de uno de
los factores més importantes en el proceso de angiogénesis como el VEGF.
Posteriormente, Feoktistov y colaboradores (Feoktistov, Goldstein et al. 2002)
utilizando dos lineas diferentes de células endoteliales, HUVEC y HMEC-1 (esta ultima
de microcirculaciéon), encontraron que las HUVEC expresan preferencialmente el
A2xAR, en contraposicion con la preponderancia del A;gAR en HMEC-1. Esta diferencia
de expresion, segun los autores tiene un interés funcional, ya que serian las células
microvasculares las que evidencian una respuesta muy marcada en la elevacién de la
expresion de factores pro-angiogénicos, incluido VEGF. Asi, mientras las células
HMEC-1 aumentan en al menos 4 veces, las HUVEC Unicamente alcanzan cerca de
1.5 veces de aumento en el nivel de mRNA para VEGF posterior a la incubacién con el
agonista no selectivo para AR, NECA, por 6 horas. Con estos resultados, los autores
ademas caracterizaron que el aumento en mRNA y de proteina VEGF posterior a la
incubacion con NECA, y que fue asociado a activacion del A,sgAR en HMEC-1, se
relacioné con un aumento en la actividad transcripcional del promotor de este factor de
crecimiento, y mas especificamente de la actividad del elemento de respuesta para
hipoxia HIF-1a, presente en dicho promotor (Feoktistov, Ryzhov et al. 2004). Por otro
lado, este mismo grupo ha mostrado que HUVEC expuestas a hipoxia (4.6% oxigeno),
presentan un aumento en la expresion del A,;sAR (Feoktistov, Ryzhov et al. 2004). En
estas condiciones, y no en normoxia (21% oxigeno), los autores reportan que NECA,
fue capaz de inducir la expresion de VEGF. En conjunto estos resultados sugieren que
la expresion de VEGF inducida por NECA estaria asociada a la activacion del A,sAR en

células endoteliales.
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También en HUVEC cultivadas en normoxia (21% oxigeno), nuestro grupo ha
mostrado que la activacion del A;aAR (Escudero, Bertoglia et al. 2013) y del A;sAR
(Acurio 2014) se asocia a un aumento en la abundancia de VEGF. Asi, inicialmente
encontramos que CGS-21680 aumenté aproximadamente 1.7 veces el nivel de
proteina VEGF en comparacion con la condicion control, lo cual fue bloqueado cuando
las células fueron co-incubadas con el antagonista selectivo para el A;aAR, ZM-241385
(Escudero, Bertoglia et al. 2013). En forma similar, NECA indujo un aumento en la
cantidad de VEGF, que fue revertido parcialmente con el inhibidor del A;sAR, MRS-
1754. Por consiguiente estos resultados sugieren que bajo nuestras condiciones
experimentales, ambos receptores estarian participando en la expresion de VEGF.
Estos resultados difieren parcialmente de lo reportado por Feoktistov y colaboradores
2003 y/o 2004, en donde atribuyen un rol preponderante a la expresion de AzsAR en el
control de la sintesis de VEGF; sin embargo, hay que enfatizar que las células que
utilizamos en nuestros experimentos son cultivos primarios a diferencia de la linea
celular utilizada por el grupo de Feoktistov. Otra reflexion importante de estos hallazgos
es el hecho de que hipoxia, una condicién presente en la placenta pre-eclamptica (ver
mas abajo), parece ser una condicion que incrementa el rol de los receptores de
adenosina, en particular A,sAR, sobre el control de la expresion de VEGF. Por ello, el
modelo de hipoxia, sera también utilizado en la presente tesis.

Ademas, otros datos obtenidos en el laboratorio han dado indicios de la via de
regulacion que controlaria la expresion de VEGF en HUVEC. Asi, la estimulacion del
A2xAR con CGS-21680 llevo a un aumento en la fosforilacion de la 0xido nitrico sintasa

endotelial (eNOS) en la serina 1177 (i.e., indicador de activacion de esta enzima), con
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el consecuente aumento en los niveles de nitritos (i.e., metabolitos finales de 6xido
nitrico, NO) y de nitrotirosina (producto de la reaccion entre NO y residuos tirosina);
mas aun, como se muestra en la Figura 4, el aumento en los niveles de mRNA y de
proteina VEGF inducido por CGS-21680 fue revertido en células co-incubadas con el
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS), L-NAME. Asi, estos resultados sugieren que
la estimulacion de A2,AR, via NO, controlaria la expresion de VEGF. En forma paralela
se encontrd también que el efecto estimulatorio de NECA sobre la expresion de VEGF
en HUVEC, fue parcialmente bloqueado por L-NAME, y completamente abolido en
células co-incubados con MRS-1754 y L-NAME en forma simultanea (Acurio 2014),
sugiriendo la presencia de una via dependiente y otra independiente de la sintesis de
NO en el aumento de VEGF mediado por el A;sAR.

Considerando todos estos resultados, es posible sugerir que la estimulacién del
A2aAR ylo Agg, utilizando vias dependientes e independientes de NO, estarian
regulando la expresion de VEGF. Si bien, estos resultados farmacol6gicos permitieron
sugerir un mecanismo, son necesarios mas estudios moleculares que permitan
discernir de mejor forma los procesos regulatorios involucrados en este fenémeno.
Precisamente, esta tesis, pretende abordar esta problemética, y confirmar la presencia
de la via A,a-NO-VEGF.

Sin perjuicio de lo anterior, se conoce también que el receptor de adenosina
A2rAR, es capaz de activar otras ruta metabolicas como ERK-MAPK-HIF-1a (Schieke,
Briviba et al. 1999), lo cual podria regular también la expresion de VEGF, o ser
inclusive una misma via metabolica vista en momentos distintos. Por otro lado, no esta

claro tampoco cual seria el mecanismo, por el que NO podria estar regulando la
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expresion de VEGF. Una hipotesis abordada en esta tesis apunta a la participacion de
HIF-1a y la consecuente union al promotor de VEGF como un potencial blanco a

estudiar.

II.7. HIF-1a como regulador de la expresion de VEGF: rol de la via A;4-NO

El HIF 1, esta constituido por dos subunidades, la alfa (a) y la beta (B). ElI HIF-
18, es constitutivo, mientras que el HIF-la es modulable en forma oxigeno
dependiente. Asi, en condiciones de normoxia, es hidroxilado en los residuos de prolina
564 y 402 via prolil-hidroxilasas. Posteriormente es reconocido por la proteina de von
Hippel-Lindau (VHL) la cual a su vez es sefial para formar un complejo de
ubiquitilacion, que es indicativa de degradacién por proteosomas (Safran and Kaelin
2003). Adicionalmente, se reconoce una tercera hidroxilacion en el residuo asparagina
803 que impide su acoplamiento a proteinas nucleares involucradas en la transcripcion
de genes regulados por HIF (Lando, Peet et al. 2002) . Sin embargo, en condiciones de
hipoxia, las hidroxilasas dejan de modificar al HIF-1a y este se acopla al HIF-13 para
ser traslocado al nucleo donde funciona como factor de transcripcion (Safran and
Kaelin 2003; Emerling, Platanias et al. 2005). Al momento existen varias publicaciones
demostrando una incrementada concentracion de HIF durante el proceso de
placentacion normal y patolégica (Caniggia, Mostachfi et al. 2000).

Por otro lado, el efecto pro-angiogénico de NO se asocia con la reduccion de la
actividad del promotor de factores anti-angiogénicos (como, trombospondina 2)
(MacLauchlan, Yu et al. 2011), o aumento en la actividad del promotor de factores pro-

angiogénicos (como, VEGF ) (Kimura, Ogura et al. 2002; Feoktistov, Ryzhov et al.

20



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

2004). En patrticular, se ha mostrado que el aumento de la actividad del promotor de
VEGF mediada por NO, requiere de la presencia de HIF-1la (Kimura, Ogura et al.
2002). De hecho, se ha informado de que tanto el sitio de union a HIF-1a y la secuencia
de HIF-auxiliares situados en -975 a -956 pb rio arriba del coddn inicial en el promotor
de VEGF son necesarios para la expresion de VEGF mediada por la estimulaciéon NO
(Kimura, Weisz et al. 2000). Ademas, tanto el efecto pro-angiogénica de NO (Kimura,
Weisz et al. 2000; MacLauchlan, Yu et al. 2011) como su efecto estimulatorio sobre la
actividad del promotor de VEGF (Kimura, Weisz et al. 2000) son independientes de la
activacion de la via candnica a través de guanosin monofosfato ciclico (cGMP).
Adicionalmente, se ha descrito que NO puede modificar residuos tirosina
(fendbmeno conocido como nitracion) presente en practicamente todas las proteinas,
incluyendo por supuesto HIF (Riano, Ortiz-Masia et al. 2011). Sin embargo, en el caso
de HIF-1la no se conoce qué impacto podria tener la reaccion entre NO y residuos
tirosina sobre la modulacion de la expresién de genes blanco, como VEGF. Por lo
dicho, es posible suponer que la expresion de VEGF inducida por la A;aAR podria

involucrar nitracion de residuos tirosina en HIF-1a (ver Figura 5).

[1.8. Pre-eclampsia

La pre-eclampsia ha sido definida como un sindrome caracterizado por la
aparicion de hipertension y proteinuria después de 20 semanas de gestacion (Roberts,
Taylor et al. 1989). La pre-eclampsia puede ser subdividida de acuerdo a la severidad
del cuadro patologico como pre-eclampsia moderada (presion arterial >140/90 mmHg,

proteinuria >300 mg/24 hrs) o pre-eclampsia severa (presion arterial >160/110 mmHg,
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proteinuria >5 g/24 hrs) (Roberts, Bodnar et al. 2005; Duley, Meher et al. 2006; Habli,
Levine et al. 2007). En general, si el diagnéstico de pre-eclampsia en base a los
parametros clinicos y bioquimicos es tardio (>35 semanas de gestacion) se asocia a
una pre-eclampsia moderada (LOPE), mientras que cuando el diagndstico surge antes
de las 34 semanas de gestacion se asocia con pre-eclampsia severa (EOPE) (Duley,
Meher et al. 2006; Villar, Carroli et al. 2006).

Pre-eclampsia es la mayor causa de morbi-mortalidad materna e infantil a nivel
mundial (Xiong, Demianczuk et al. 2002; Duley 2009). Asi por ejemplo, la muerte fetal
es mas comun en embarazos con pre-eclampsia y un tercio de nifios que nacen de
embarazos con pre-eclampsia padecen de restriccion de crecimiento. Por otra parte,
pre-eclampsia es responsable del 8% de los nacimientos prematuros, lo cual también
contribuye a una mayor tasa de morbilidad y mortalidad neonatal (Sibai, Dekker et al.
2005; Villar, Carroli et al. 2006).

La fisiopatologia de la pre-eclampsia sugiere que el deterioro en la invasion de
las células trofoblasticas en el lecho vascular materno conduce a una falta en la
transformacion de las arterias espirilares presentes en el endometrio materno en
grandes vasos de capacitancia (Burton, Charnock-Jones et al. 2009; Burton, Woods et
al. 2009). Esto reduce el flujo de sangre materna a la placenta, genera una isquemia
relativa y un aumento en la velocidad de la sangre al entrar en el espacio intervelloso,
con el consecuente aumento del estrés de friccion que lesiona el trofoblasto en las
vellosidades placentarias (Burton, Woods et al. 2009), lo cual a su vez conduce a dafio
celular, desprendimiento, y la liberacion de fragmentos de células en la circulacion

materna (Tannetta, Dragovic et al. 2013). Estos fragmentos contienen elementos que
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pueden perjudicar la funcion endotelial materna y feto-placentaria generando un circulo
vicioso que afecta cronicamente la funcion endotelial en la triada madre-placenta-feto.
Entre moléculas liberadas de la placenta pre-eclamptica que compromete la
funcion endotelial materna se encuentra el receptor soluble del VEGF o sFlt-1. Este
factor soluble tiene el potencial para atenuar las respuestas pro-angiogénicas mediadas
por VEGF, e interesantemente, estd aumentado en la sangre de mujeres antes de y
durante el aparecimiento de la sintomatologia clinica de pre-eclampsia. Al momento
docenas de publicaciones a nivel mundial, incluyendo Chile, muestran que una
elevacion de sFlt-1 podria ser utilizado como herramienta pronéstica de pre-eclampsia

(Romero, Nien et al. 2008; Powers, Jeyabalan et al. 2010).

[1.8.1 Angiogénesis en la placenta de embarazos pre-eclampticos

Las evidencias disponibles sobre marcadores de formacién y funcion de vasos
sanguineos en la placenta de embarazos pre-eclampticos es contradictoria (Mayhew,
Ohadike et al. 2003; Mayhew, Wijesekara et al. 2004; Escudero and Sobrevia 2008).
Por ejemplo, en un estudio en el que las pacientes fueron agrupadas segun la edad
gestacional de diagnéstico en aquellas que cursaban con embarazos pre-eclampticos
de inicio temprano (<34 semanas, EOPE) o de inicio tardio (> 34 semanas, LOPE), se
encontr6 que en LOPE la formacion de vasos sanguineos en la placenta esta
minimamente comprometida comparado con sus respectivos controles pareados por
edad gestacional (Egbor, Ansari et al. 2006). Estos autores también muestran que
EOPE estuvo asociada con una reduccion significativa en el peso placentario, asi como

el volumen, superficie y area cubierta de vasos sanguineos en las vellosidades
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terminales de la placenta sobre todo en aquellos casos en los que la pre-eclampsia
severa cursaba ademas con retardo de crecimiento intrauterino (RCIU). Estos autores
muestran también que en el grupo de pre-eclampsia de inicio temprano que cursaba
con RCIU, al menos 60% de los nifios, mostré ademas alteracion en el flujo sanguineo
placentario. En contraposicion a lo encontrado por este ultimo grupo, estudios en el
laboratorio (Escudero, Celis et al. 2014) han mostrado un aumento en el nimero de
vasos sanguineos por vellosidad coriénica, en particular en la microcirculacién
placentaria, en LOPE o EOPE.

En este escenario, estudio previos muestran que la expresion (Akercan, Cirpan
et al. 2008; Groten, Gebhard et al. 2010; Moyes, Maldonado-Perez et al. 2011;
Andraweera, Dekker et al. 2012; Kim, Park et al. 2012) y/o accion de VEGF (Ahmad,
Hewett et al. 2011; Escudero, Celis et al. 2014) estaria alterada en placentas de
embarazos pre-eclampticos, mostrando nuevamente resultados contradictorios en ese
tema.

Pese a esta controversia, se ha sugerido que en la pre-eclampsia existiria una
alteracion de la angiogénesis (Escudero, Puebla et al. 2009; Escudero, Celis et al.
2014) y probablemente de la neovasculogénesis feto-placentaria (Kwon, Maeng et al.
2007; Xia, Zhou et al. 2007; Monga, Buck et al. 2012), lo cual a su vez seria el
resultado de la disfuncion endotelial generado por el desequilibrio de factores pro y

anti-angiogénicos (Escudero, Roberts et al. 2014).

11.8.2 Alteraciones de la via A;a-NO-VEGF en pre-eclampsia.
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La expresion de A2,AR en pre-eclampsia ha mostrado estar elevada en placenta
total (von Versen-Hoynck, Rajakumar et al. 2009) con una localizacion preponderante
en los vasos sanguineos. Sin embargo, en células en cultivo, se ha mostrado una
reducida expresion en células endoteliales de la microcirculacion placentaria (hPMEC)
(Escudero, Casanello et al. 2008) o HUVEC (Salsoso, Guzman-Gutierrez et al. 2015).
En estas Ultimas células, nuestro grupo ha mostrado una expresion diferencial del
A22AR segun la edad gestacional de presentacion de pre-eclampsia. Asi, mientras en
las HUVEC provenientes de LOPE el nivel de A2aAR no estaria afectado, en aquellas
células prevenientes de embarazos con EOPE estaria significativamente reducido
(Escudero, Bertoglia et al. 2013).

En cuanto a la sintesis de NO mediado por el A,,AR en pre-eclampsia, la
informacion es escasa. Inicialmente, nuestro grupo mostré que la activacion basal (i.e.,
en ausencia de agonistas) de A2aAR en HUVEC provenientes de LOPE llevaria a un
aumento en la actividad de eNOS (i.e., fosforilacién en serina 1177), mayor sintesis de
NO y de nitrotirosina, asociado a aumento en la abundancia de la VEGF. Por otro lado,
en HUVEC de EOPE, existiria una reduccién en esta via metabdlica caracterizado por
disminucion de la expresion de A;2AR; asi como de la actividad de eNOS, de la sintesis
de NO y de nitrotirosina, asociado a reduccién en el nivel de VEGF. Pese a estas
diferencias, los resultados muestran que en presencia del inhibidor selectivo para
A27AR, ZM-241385, las células de embarazos normales o provenientes de LOPE o
EOPE responden reduciendo significativamente la abundancia de VEGF (ver Figura 6),
con lo cual se sugiere que este receptor participaria en la regulacion de VEGF en

HUVEC ya sea normales o de pre-eclampsia.
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Concomitante con estos hallazgos, Salsoso y colaboradores (Salsoso, Guzman-
Gutierrez et al. 2015), mostraron que HUVEC provenientes de LOPE presentan un
aumento en el transporte de L-arginina (i.e., sustrato para la sintesis de NO) y de la
activacion de eNOS, asi como una reducida respuesta vasodilatadora de insulina en
anillos de vena umbilical, lo cual fue revertido en presencia ZM-241385. Estos
hallazgos confirman por un lado que la activacion de A;» AR se asocia a mayor sintesis
de NO, y por otro, que LOPE mostraria una actividad aumentada de la sintesis de NO
mediado por A2pAR.

En resumen, la evidencia mostrada hasta el momento sugiere que Az,AR via
generacion de NO controlaria la expresion de VEGF en HUVEC de embarazos
normales. Que esta via metabdlica estaria alterada en pre-eclampsia segun la
condicidn clinica de la enfermedad, asi mientras en LOPE habria un aumento basal de
la misma, en EOPE estaria reducida. Sin embargo, quedan varias preguntas por
resolver. En primera instancia, dado la controversia existente en el tema, son
necesarios estudios moleculares mas directos, es decir de ganancia y pérdida de
funcién por ejemplo, en los cuales se pueda confirmar la presencia y funcionalidad de
la via A;a-NO-VEGF tanto en células de embarazos normales como pre-eclampticos.
Parte de esta confirmacién también deberia considerar distintos modelos celulares, ya
sea de micro o microcirculacion, ya que las células endoteliales de la microcirculacion
son mas reactivas a las sefales pro-angiogénicas. Por otro lado, es necesario ahondar
en el mecanismo mediante el cual NO proveniente de la activacion de Az AR,

controlaria la expresion de VEGF. En particular, que efecto tendria A;a-NO en la
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translocacién nuclear de HIF y la actividad transcripcional del mismo en el promotor de

VEGF (ver Figura 5).
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Hipodtesis

En células endoteliales de embarazos normales y pre-ecldmpticos el receptor A, de

adenosina aumenta la expresion del factor de crecimiento endotelial.

Objetivo general

Comprobar si la presencia funcional del receptor A, de adenosina es necesaria para
regular la expresién del factor de crecimiento endotelial en células provenientes de

embarazos normales y pre-eclampticos.

Objetivos especificos
Los siguientes objetivos seran realizados en células endoteliales de la circulacién feto-
placentaria de embarazos normales y pre-eclampticos
1. Determinar el rol pro-angiogénico de A,»nAR mediante ensayos de ganancia o
pérdida de expresion en células endoteliales.
2. Comprobar la regulacion de VEGF por AaAR mediante ensayos de ganancia o
pérdida de expresion de A2aAR en células endoteliales.
3. Indagar si la regulacion de VEGF por el receptor de adenosina A2aAR involucra

oxido nitrico y translocacion al nucleo del factor inducido por hipoxia.
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[ll. Materiales y Métodos

.1 Seleccion de pacientes y muestras

Este estudio incluye embarazadas que asistieron para atencion del parto al
Hospital Clinico Herminda Martin de la ciudad de Chillan (HCHM). Todas las mujeres
incluidas en el estudio fueron voluntarias, mayores de edad, y dieron su consentimiento
para la participacion de este estudio (ver carta de consentimiento en el Anexo 1).

Se utilizaron los siguientes criterios de inclusion:

Embarazo normal

= Atencién del parto en el HCHM.

* Voluntaria.

= Embarazos con feto Unico.

= Parto normal o por cesarea electiva.

» Presion arterial <140/90 mmHg.

= Sin antecedentes personales de enfermedad cardiovascular o endocrina.

» Sin antecedentes de utilizacion de medicamentos tales como antibiéticos o
antiinflamatorios (AINES).

= Sin complicaciones obstétricas como diabetes gestacional, ruptura prematura
de membranas, placenta previa o atipica.

» Sin cuadros de infeccion al momento del parto.

= Sin antecedentes de consumo de alcohol, drogas o fumadoras crénicas.

= Sin evidencias clinicas en los fetos de alteraciones neurolégicas,
malformaciones congénitas o retardo de crecimiento intrauterino.

Embarazo pre-eclamptico

= Atencion del parto en el HCHM.

= Voluntaria

= Embarazos con feto unico.

= Parto normal o por cesarea electiva.

= Sin antecedentes personales de enfermedad cardiovascular o endocrina.

» Sin antecedentes de utilizacion de medicamentos tales como antibidticos o
antiinflamatorios (AINES).

= Sin complicaciones obstétricas como diabetes gestacional, ruptura prematura
de membranas, placenta previa o atipica.

= Sin cuadros de infeccién al momento del parto.
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= Sin antecedentes de consumo de alcohol, drogas o fumadoras crénicas.

= Sin evidencias clinicas en los fetos de alteraciones neurologicas,
malformaciones congénitas.

= Diagnostico de pre-eclampsia (Presion arterial >140/90 mmHg y Proteinuria >
300 mg/24 horas) posterior a las 35 semanas de gestacion.

Las placentas y sus respectivos cordones fueron recolectadas luego del
nacimiento bajo condiciones de asepsia por personal calificado en el Servicio de
Ginecologia del HCHM. Las muestras fueron seleccionadas en concordancia con el
manejo clinico aprobado en el HCHM y con criterios diagndsticos establecidos (Sibai,
Dekker et al. 2005; Duley, Meher et al. 2006). Las placentas y cordones fueron
trasladados en condiciones estériles y manteniendo la cadena de frio hasta el Laboratorio
de Fisiologia Vascular, en el Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad del
Bio Bio.

Para el calculo muestral se utilizé la férmula de comparacion de las medias
(Fernandez 1996) para determinar el nUmero de mujeres a ser incluidas por grupo,
utilizando la variacion en el nivel de adenosina en plasma de sangre extraida de vena
umbilical humana encontrado en embarazos pre-eclampticos (Espinoza, Espinoza et al.

2011) (Espinosa et al., 2012).

2(Za+27p3)" eS?
n= 92

donde:
n = sujetos de estudio
Za = valor de Z correspondiente al riesgo deseado para test unilateral
(1.645)
Zp = valor de Z correspondiente al poder estadistico del 90% (1.2820)
S? = varianza del grupo control (0.27)
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d? = valor minimo de la diferencia que se desea detectar (0.86)

asi,

n__2(1.645+1.2820)2o0.272
0.86°

De esta manera, se debe incluir al menos 6 muestras por grupo de embarazos
normales y pre-eclampticos por analisis para determinar diferencias en relacion a los

distintos tratamientos.

1.2 Uso de agonistas/antagonistas de receptores de adenosina

Para la activacion de A,xAR se utilizé el agonista especifico CGS-21680 (2-(p-(2-
carbonil-etil)-feniletilamino)-50-N-etilcarboxamidoadenosina) a una concentracion
maxima de 10® M (Kq ~10 nM)(Ahmad, Ahmad et al. 2009). Para inhibir los receptores
de adenosina A;pAR se utilizaron los antagonistas especificos ZM-241385 (4-(2-(7-
amino-2-(2-furil)-(1,2,4)triazolo(2,3-a){1,3,5}triazin-5-il-amino)etil)fenol) a una
concentracién final de 10° M (K; aparente ~1.4 nM)(Desai, Victor-Vega et al. 2005) y
SCH-58261 7-(2-phenylethyl)-5-amino-2-(2-furyl)-pyrazolo-(4,3-e)-1,2,4-triazolo(1,5-c)
pyrimidina a una concentracién final de 10** M (Dionisotti, Ongini et al. 1997) . Se
utilizé el éster Nw-nitro-arginina metil éster (L-NAME), como antagonista de la sintesis
de 6xido nitrico, a una concentraciéon de 10°M (K; aparente ~3.1 uM) (Rees, Palmer et

al. 1990).
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1.3 Cultivo de células endoteliales microvasculares de placenta humana
(hPMEC)

Para aislar hPMEC se utilizd la metodologia previamente descrita por (Escudero
and Sobrevia 2008). En breve, luego de eliminar la ldmina superficial de ~0.5 cm de
espesor de la cara materna de la placenta, se tomé muestras (~1 cm?)
correspondientes a las vellosidades coridnicas para luego ser lavadas en solucion
buffer fosfato (PBS (mM): NaCl 13.7, KCI 2.7, Na;HPO, 0.9, KH,PO, 1.8, pH 7.4, 4°C).
Estas muestras fueron cortadas en solucién de Hanks libre de Ca*? y Mg*? (HSS (mM):
NaCl 136.9, KCI 5.4, Na;HPO, 0.3, KH,PO4 0.4, D-glucosa 5.6, NaHCO3 4.2, pH 7.4,
4°C) conteniendo gentamicina (100 pg/ml). Las muestras fueron expuestas a digestion
enzimatica con tripsina/EDTA (0.25/0.2%) por 20 minutos y colagenasa (0.1 mg/ml) en
medio 199 (M199) a 37°C por 2 horas. El producto de la digestién fue filtrado a través
de una malla Nylon (poro 55 um) y la suspension celular correspondiente al filtrado fue
resuspendida en M199 conteniendo 40% de suero bovino fetal (SBF) y sembradas en
placas de cultivo de 25 cm? de superficie (T2s) previamente tratadas con gelatina al 1%
hasta alcanzar confluencia celular 100%.

Una vez en monocapa las células fueron tripsinizadas (tripsina/EDTA =
0.25/0.2%, 2-4 min, 37°C) y la suspension fue sometida a inmunoseleccion positiva
utilizando microesferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo anti-CD31, el cual
reconoce PCAM-1 (platelet endotelial cell adhesion molecule 1)(Dynal, Noruega), en
una proporcion 48 x10° esferas/ul suspensién celular (20 min, 4°C). Las células fueron

cultivadas en condiciones estandar para este tipo celular (5% O,, 37°C), como ha sido
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publicado para HUVEC (Casanello, Torres et al. 2005; Farias, San Martin et al. 2006).
Los experimentos fueron realizados en cultivos celulares en pasaje 3 previa incubacion

en medio de cultivo primario (PCM) con 2% SBF por un periodo de 12 horas.

[ll.4 Cultivo de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)

Las células endoteliales se aislaron a partir la vena umbilical humana por
digestiéon con colagenasa (0,25 mg / ml) después se cultivaron (37-C, 5% CO;) en
medio 199 (M199) suplementado con sueros fetal y de recién nacido como se describe
anteriormente (Casanello, Torres et al. 2005). Todos los experimentos fueron

realizados por duplicado, después de la privacién de suero durante la noche.

1.5 Cultivo de linea célula endotelial

Linea celular de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)(C-003-
5C, Invitrogen, USA) se descongelaron segun indicaciones del fabricante y se
cultivaron en condiciones de 37°C, 5% CO, en medio 200 (M200) suplementado con
Large Vessel Endothelial Suplement (LVES 50X, Invitrogen, USA). Las células
descongeladas fueron sembradas en placa petri de 100mm de diametro, la cual fue
previamente tratada con gelatina 1X (Gelatin from bovine skin, Sigma). Las células se
cultivaron con 10ml de medio 200 suplementado, por 6 dias. Posterior a ello, fueron
expandidas a 3 placas de 100 mm de didmetro. Una vez confluentes, se procedi6 a
plaquear segun ensayos a realizar. Al igual que las células de cultivo primario, antes

de la experimentacion se procedio a deprivar de suplemento por toda la noche.
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I1.6  Proliferacion celular

Las células endoteliales extraidas de embarazos normales y pre-eclampticos,
(hPMEC o HUVEC) fueron cultivadas en las condiciones antes descritas. Se procedio a
plaquear en placa de 96 pocillos, incluyendo 7 x 10° células en M199 suplementado con
20% suero bovino, las células se mantuvieron en crecimiento a 37°C, 5% CO, por 12
horas. Posterior a ello se inicié la deprivacion de suero en M199, 2% SBF, que incluyo
ademas Adenosine Deaminasa (ADA) en concentracion de 0,001 U/ml, y reactivo de
marcaje (Kit 5-bromo-2-deoxyuridine BrdU/ ELISA). En este medio, las células fueron
incubadas en ausencia o presencia de agonistas 0 antagonistas durante 24 horas, para
finalmente determinar la incorporacién del marcaje segun indicaciones del fabricante y

reportado previamente por Maghni (Maghnie, Genovese et al. 1998).

1.7 Inmunocitoquimica

El andlisis inmunocitoquimico fue realizado en HUVEC previamente
electroporadas con el vector para sobre expresion del receptor de adenosina AxxAR; 0
transfectadas con RNA de interferencia para este receptor (ShRNA-Azx) (ver
metodologia abajo), o células control. Posterior a los respectivos tratamientos, las
células fueron fijadas en paraformaldehido al 4%, para posteriormente ser
permeabilizadas con Triton 0.5% en Tris-PBS por 10 minutos (Valdes, Germain et al.
2001). La peroxidacion endogena fue bloqueada con la utilizacion de H,O, al 10%
durante 10 minutos y la unién inespecifica del anticuerpo fue prevenida mediante el uso
de solucion de bloqueo (DakoCytomation, California, USA) por 30 minutos a

temperatura ambiente (rango 22-30°C). Posteriormente, las preparaciones fueron
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incubadas con anticuerpo anti-A;aR dilucion (1:500, Milipore 05-717, USA). La
identificacion de dichos anticuerpos fue realizada utilizando un anticuerpo secundario
de acuerdo a la especie donde fue disefiado el primario, acoplado al sistema biotina-
estreptavidina-peroxidasa (DakoCytomation), utilizando di-amino-bencidina (DAB,

Sigma) como sustrato.

[11.8 Extraccion de RNA y transcripcion reversa

El RNA total fue aislado utilizando trizol (Invitrogen, USA). EI RNA fue cuantificado
por espectrofotometria (Azsonm) Y SU integridad fue evaluada por la relacion Azgonm/A2sonm Y
visualizacion en gel de agarosa (2%). Alicuotas de 1 ug de RNA total fueron utilizadas en
la reaccion de transcripcion reversa usando oligo dT, random primers y la enzima MMLV-
RT (Moloney Murine Leukaemia Virus-Reverse Transcriptasa, Promega, USA) en un ciclo
de transcripcion reversa a 37°C (Casanello, Torres et al. 2005; Farias, San Martin et al.

2006).

1.9 PCR no cuantitativo

El nivel de mRNA para A;aAR, VEGF y del control de carga 18S fueron
determinados por PCR semicuantitativo (RT-PCR) (Casanello, Torres et al. 2005; Farias,
San Martin et al. 2006). Los parametros de la secuencia de temperaturas utilizadas para
la reaccion fueron definidos de acuerdo al tamafio del producto esperado y a la

temperatura de alineacion de los partidores utilizados (ver Tabla 2).
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[11.210 Cuantificacion de AMP ciclico

La cuantificacion del nivel de cAMP fue realizada mediante un kit comercialmente
disponible (Arbor Assay, USA). El kit se basa en el uso de un anticuerpo policlonal que
reconoce cAMP de las muestras o una molécula analoga de cAMP que ha sido
covalentemente ligada a fosfatasa alcalina. La reaccion de la enzima fue detenida
mediante la adicion de una solucion de tri-sodio fosfato como lo indica el productor. El
color generado (amarillo) fue cuantificado a 405 nm. La participacion del A2aAR en la
formacién de cAMP estimulada por CGS-21680 (10® M) fue estimada utilizando RNA de

interferencia para este receptor (ShRNA-Aza).

[11.11 Niveles de nitritos y nitratos

Los niveles de nitritos en medio de cultivo fueron cuantificados mediante un kit
comercialmente disponible que utiliza la reaccion de Griess (Cayman, Chemical, USA) y
como fuera previamente reportado por nuestro grupo (Escudero et al., 2013). En breve,
150 pyL de medio de cultivo fue mezclado con el 75 yL de reactivo cada uno de los
componentes del reactivo de Griess (N-(1-naftil) etilenediamina, 1% (Componente A) y
acido sulfanilico 1% en acido fosforico 5% (Componente B), esta mezcla fue leida a 540

nm (Salh, Wagey et al. 1998).

[11.12 Angiogénesis in vitro
HUVEC expuestas o no al RNA de interferencia para el receptor de adenosina
Aza (ShRNA-Azs) (ver metodologia abajo) fueron utilizadas para ensayos de

angiogénesis en matrigel. En breve, HUVECs (4 x10%) previamente expuestas o no al
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ShRNA-A,4 se cultivaron en una placa de 96 pocillos recubierta con 40 yL Matrigel
So6tano Matrix Membrana (Corning, MA, EE.UU.). En estas condiciones las células
fueron ademas estimuladas con CGS-21680 (10°M) o el donador de 6xido nitrico S-
nitroso-N-acetil-penicilamida (SNAP, 10°M) e incuban en condiciones estandar (37 °C
y 5% CO,) por 6 horas. Posterior a ello, se cuantificd la longitud del tubo usando el

"analizador de angiogénesis" plugin desde el software ImageJ (NIH, USA).

[11.13 RNA de interferencia para receptor de adenosina Aza (ShRNA- Aza)

Las HUVEC provenientes de embarazos normales o pre-eclampticos fueron
cultivadas en las condiciones antes descritas. Para la transfeccion, se colocé en cada
placa de cultivo (60mm) el RNA de interferencia para el A2aAR (0.1 pg/ul) (Santa Cruz
Biotechnology, USA) en presencia de medio de transfeccion de los mismos fabricantes,
y luego fueron incubadas por 4 horas. Posterior a ello, se procedié a cambiar el medio
de transfeccion por PCM y se las dejé creciendo por 48 horas en condiciones estandar.
Trascurrido ese tiempo se procedié con los ensayos planificados y la incubacién de las

moléculas respectivas.

[11.14 Sobreexpresion del receptor de adenosina Aza

Para la sobreexpresion A;,AR se utilizé el vector pCMV- flag 2B-A;a, que fue una
donacion del profesor Igor Feoktistov de la Universidad de Vanderbilt. Este vector tiene
un peso de 5569 pb, posee el promotor del citomegalovirus (CMV) que le da la
caracteristica de replicacion rapida una vez que se apodera de la maquinaria celular,

como factor de seleccion tiene resistencia al antibiético ampicilina, y un sector multicorte
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para enzimas de restriccion BamHI (715), EcoRlI (733), Eco RV(741), Hindlll (745), Xhol
(2011), Pacl (2036), Pacl (2040). Para introducir la secuencia del gen para el receptor
de adenosina A2sAR se realizaron cortes con enzimas BamHI y Xhol, y se procedi6 a
introducir el inserto que tiene un peso 1239 pb correspondiente al marco de lectura
abierto para dicho receptor.

Para caracterizar el vector se realizd el proceso de transformacion, colocando el
DNA en bacterias Echericha Coli 5 a, por 16 horas a 37°C, luego se realiz6 el proceso de
purificacion con el kit de extraccion Wizard plus minipreps DNA purificacion system (A
7510, USA). El DNA fue cuantificado por espectrofotometria (Azsonm) Y SU integridad fue
evaluada por la relacion Azeonm/Azsonm .

Para introducir este vector purificado a las células, se utilizé varias técnicas de
transfeccion ya sea mediante uso de buffer de transfeccién o de electroporacion. Esta
ultima, fue la técnica mas conveniente y se realizdé en todos los experimentos de sobre
expresion. Para ello, se uso el equipo Neon® System (invitrogen, USA), en el cual las
células fueron sometidas a un pulso de 1350 volts en presencia de una alicuota de 5 ug
de DNA y un nimero de 10° células (HUVEC). Posterior al pulso de electroporacion, las
HUVEC se dejaron crecer por 48 horas bajo condiciones estandar y posteriormente

fueron usadas para experimentacion.

[11.15 Obtencidn de fracciones nuclear y citoplasmatica
Para extraer las fracciones nucleares y citoplasmaticas a partir de un cultivo
celular se utilizo el protocolo previamente descrito (Roislien, Skare et al. 2009)

modificado a pequeia escala. Se utilizaron células crecidas en placas de 100 mm; una
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vez que éstas llegaron a un estado confluente se retir6 el medio y se lavaron dos veces
con 2 mL de PBS. Las células fueron resuspendidas en 1,5 mL de PBS y centrifugadas
a 5400 rpm durante 6 min a 4° C. Se retird el sobrenadante y se agreg6 de 10-20 pl de
buffer A (Hepes 20 mM pH: 7,9, KCI 10 mM, MgCl, 1,5 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,5
mM, 20mM NEM). La mezcla se pas6 15 veces por una jeringa de 1 mL (aguja de 25
gauge). El lisado fue centrifugado por 2 minutos a 14000 rpm a 4°C. El sobrenadante,
correspondiente a la fraccion citoplasmatica, se transfirié a un tubo nuevo y se guardo a
—20° C. Los restos celulares se resuspendieron en 20 pL de buffer C (Hepes 20 mM
pH: 7,9, NaCl 0,42 M, MgCl, 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, glicerol 25% v/v, DTT 0,5 mM,
PMSF 0,5 mM, 20mM NEM). La mezcla se pas6 3 veces por la punta de una
micropipeta de 1 mL y se dejé agitando a 4° C durante 20 min. Posteriormente, los
restos celulares se centrifugaron a 14000 rpm por 20 min a 4° C y el sobrenadante,
correspondiente a la fraccion nuclear, se traspasé a un tubo nuevo para ser guardado a

—20° C hasta su utilizacion.

[11.16 Células expuestas a hipoxia

Las células de linea celular de HUVEC cultivadas en condiciones estandares
fueron previamente tratadas con shRNA-A,, 0 electroporadas con vector A,a (ver
metodologia arriba), posterior a ello, las células fueron plagueadas en frascos de cultivo
(25 mm), y deprivadas durante toda la noche, seguidamente se colocaron las
moléculas respectivas para la experimentacion, posterior a ello las células fueron
colocadas en camara de hipoxia (ProOX model 110 BioSpherix, USA), en condiciones

2% oxigeno, y a 37 °C como se describe en (Casanello, Krause et al. 2009), por 24
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horas para luego ser extraidas segun metodologia descrita. En paralelo, células

cultivas en condiciones estandares a 21% oxigeno fueron utilizadas como control.

I11.17 Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas son expresadas en promedios y error estandar de la
media. Para el andlisis estadistico y comparacion de los resultados entre los grupos
estudiados (normal y pre-eclampsia) se empled el andlisis no paramétrico de Kruskal y
Wallis, y en aquellos casos en los cuales existian diferencias significativas, la prueba
de Mann Whitney. El nivel nominal de significancia estadistica (P) fue establecido en
menor a 0.05 (P<0.05). Todos los datos fueron ingresados en una base electronica en
Microsoft Excel® y el posterior anélisis fue realizado con el software GraphPad Prism

6.0.
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V. Resultados

IV.1 Pacientes.

El estudio incluye un total de 18 mujeres (normotensas, n=10; pre-eclampsia,
n=8). En la Tabla 3, se incluyen las caracteristicas clinicas de las mujeres estudiadas.
Segun los criterios de inclusion, se observé que las mujeres con pre-eclampsia presentan
una elevacion significativa (p<0.002) de la presion arterial sistdlica y diastolica en
comparaciébn con mujeres normotensas. Igualmente, las mujeres pre-eclampticas
tuvieron proteinuria (260.0 + 60.0 mg/dL) mientras que este analisis no pudo encontrarse
en la ficha clinica de la mujeres normotensas. No se encontraron otras variaciones
estadisticamente significativas en variables maternas, o del recién nacido y de la

placenta.

IV.2. Caracterizacion de la via A;a-NO en HUVEC.

Se realizaron ensayos de proliferacion celular mediante incorporacion de
bromouridina en células expuestas a CGS-21680 en forma dosis respuesta (Figura 7A),
identificando una LogECsy 10°° M (95%IC 10™° a 102 M). Por tanto, el resto de
experimentos fueron realizados utilizando una dosis méaxima de CGS-21680 10 M. El
efecto estimulatorio de CGS-21680 (10° M) se bloqueé en forma dosis respuesta con
el inhibidor SCH-58261, encontrandose una LogICso 10 M (95%IC 10 a 10 M)
(Figura 7B). En forma paralela, HUVEC fueron expuestas al donador de NO, SNAP,

como se muestra en la Figura 7C. Se encontré una LogECse 10°% M (95%IC 10%° a 10°
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82 M) para SNAP, la cual fue similar a la encontrada con CGS-21680 (LogECs 10°%° M

(95%IC 10™ a 10®® M) en esta serie de experimentos en paralelo.

En la Figura 8 se muestra la caracterizacion funcional del silenciamiento del
A22AR de adenosina. Inicialmente, HUVEC fueron transfectadas con shRNA Aza en una
dosis de 1, 0.6 y 0.3 ug, encontrdndose en todas ellas una disminucion del nivel de
MRNA mensajero para Aza (67, 89 y 94%, respectivamente) respecto a la condicion
control sin transfeccion (Figura 8A). En consecuencia en experimentos posteriores se
utilizé la dosis de 0.3 pg de RNA de interferencia. Mediante ensayos de
inmunohistoquimica para estimar la presencia del A;xAR, se encontr6 una evidente
disminucién de la intensidad del marcaje, la cual estuvo presente Unicamente en 17%
de células expuestas al RNA de interferencia, mientras que la sefial estuvo presente en
el 100% de las células no expuestas (Figura 8B). La transfeccion con RNA de
interferencia no modificé la sobrevida de las células (Figura 8C).

En ensayos funcionales, se encontré que respecto a la condiciéon basal, CGS-
21680 incremento6 31.5 veces el nivel de AMPc; mientras que en presencia del RNA de
interferencia este aumento fue de solo 7.8 veces (Figura 8D). En forma similar, el nivel
de aumento de nitritos fue de 2.6 veces en presencia de CGS-21680, lo cual fue
revertido cuando las células fueron expuestas al RNA de interferencia (Figura 8E).
Complementando estos resultados, CGS-21680 aumentd la formacion de tubos en
células control; mientras que en células expuestas al RNA de interferencia se encontrd
una reduccion en la capacidad de formar tubos en ensayos de matrigel en ausencia o

presencia de CGS-21680 (Figura 9). Es notable, que el donador de NO, SNAP, fue
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capaz de revertir parcialmente la reducida capacidad de formacién de tubos en células

expuestas al RNA de interferencia.

IV.3 Efecto del sShRNA A,a en la proliferacién de HUVEC pre-eclampticas.

La incubacién con CGS-21680 (10® M) en células normales, en presencia o
ausencia de SNAP (10° M por 24 h) aumenté la proliferacién celular (~1.5 veces)
(Figura 10). Por su parte, este efecto estimulatorio de CGS-21680 no fue evidenciado
en células trasfectadas con el RNA de interferencia para el A;pAR; sin embargo bajo
estas Ultimas condiciones experimentales la co-incubaciéon de SNAP y CGS-21680
recuperd parcialmente este efecto inhibitorio del RNA de interferencia, aumentando
(~1.2 veces) la proliferacion celular (Figura 10). En forma similar, en células de pre-
eclampsia, la presencia del RNA de interferencia bloquea el aumento en la proliferacién
celular mediada por CGS-21680; pero contrariamente a lo observado en células
normales; SNAP, ya sea en presencia o ausencia del RNA de interferencia no fue

capaz de modificar la proliferacion de estas células en forma significativa (Figura 10).

IV.4 Ensayos de ganancia y pérdida del A;a y niveles de mRNA para VEGF en
HUVEC.

El aumento (~1.5 veces) en el nivel de mRNA para VEGF inducido por CGS-
21680 (12 h) en células control, fue revertido en aquellas expuestas al RNA de
interferencia para A2aAR (Figura 11). Similar a lo observado en proliferacion celular, la
co-incubacion de SNAP y CGS-21680, fue capaz de recuperar parcialmente el efecto

inhibitorio del RNA de interferencia. Por otro lado, en células de pre-eclampsia, se
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evidencié una tendencia similar a todo lo observado en células control, aunque dichas

diferencias no alcanzaron significancia estadistica.

Luego de estandarizar las condiciones para la sobre-expresion y represion del
A22AR en una linea celular de HUVEC expuestas o no a hipoxia (Figura 13 y Figura
14), se realizaron ensayos de PCR semicuantitativo para estimar los niveles de mRNA
de VEGF. En estos experimentos la sobreexpresion del A2aAR fue de 4.8 y 4.1 veces
mas alta respecto a la condicién control en HUVEC cultivadas en normoxia o hipoxia,
respectivamente. Por su parte, los ensayos de represibn mostraron una reduccion
significativa del 24 y 28% en el nivel de mRNA para este receptor respecto a las

respectivas condiciones controles (Figura 13A y 13B).

En ensayos paralelos, se encontr6 que CGS-21680 en estas células no fue
capaz de aumentar significativamente los niveles de mRNA para VEGF tanto en
condicibn normoxia como hipoxia. Sin embargo, la represion del A, AR redujo
significativamente (32%, p<0.05) los niveles de mRNA para VEGF en condicion
normoxia; no asi en hipoxia, en donde hubo una reduccién parcial del 18% (p=NS) en
relacion al control. Paraddjicamente, la sobre-expresion del A;»AR también redujo el
nivel de VEGF tanto en normoxia (60%, p<0.05) como en hipoxia (56%, p=0.3) (Figura

13C).
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IV.5 Via A,a-NO-VEGF en endotelio de la microcirculacion placentaria.

Células endoteliales de la microcirculacion placentaria fueron utilizadas para
determinar la transversalidad de la via A,a-NO-VEGF en endotelio humano. En estas
células, CGS-21680 aumenta la proliferacion celular en forma dosis respuestas
mostrando una logECs, de 108" M (95%IC 103 a 10®%2 M) (Figura 14 A). En estas
células, CGS-21680 aumento el nivel de proteina VEGF tanto en células provenientes
de embarazos normales (~1.5 veces) como pre-eclampticas (~1.2 veces). Este
aumento, fue blogueado en células co-incubadas con el antagonista del A;aAR, ZM-
241385 (10™° M) o con el inhibidor de la sintesis de NO, L-NAME, en células de ambas
condiciones estudiadas. En estas células, ZM-241385 o L-NAME redujeron (40 y 80%,
respectivamente) la abundancia de proteina VEGF en células de embarazos normales.
Por su parte en pre-eclampsia, también se evidencié una reduccién con estas dos
moléculas alcanzando 50% y 15% de reduccion, respectivamente, en relacién a la

condicién basal sin estimulacion.

IV.6 Translocacion nuclear de HIF-1a inducido por CGS-21680

En experimentos utilizando fracciones nucleares y citoplasmaticas de HUVEC
normales y provenientes de pre-eclampsia, se encontré que CGS-21680 aumenta (~1.9
veces) la abundancia de HIF-1a a nivel nuclear en células normales, mientras que no

tuvo efecto en células de pre-eclampsia (Figura 15)
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V. Discusién

En esta tesis hemos profundizado nuestros previos estudios (Escudero, Bertoglia
et al. 2013; Acurio, Celis et al. 2014) en los que caracterizamos la presencia de la via
de sefalizacion Aza-NO-VEGF en HUVEC de embarazos provenientes de pre-
eclampsia. En estos estudios confirmatorios de pérdida y ganancia de la expresion
funcional del A,bAR hemos encontrado que en células de embarazos normales, la
represion del A;aAR reduce los niveles de mRNA para VEGF, y junto con ello, la
proliferacion celular y la capacidad de formacion de estructuras tubulares en matrigel
inducido por el agonista selectivo CGS-21680; lo cual resalta la relevancia de este
receptor durante estos pasos iniciales de angiogénesis. Bajo estas condiciones
experimentales, la incubacion de las células con el donador de NO, SNAP, revierte
parcialmente todos estos efectos inhibitorios inducidos por la represion de este
receptor. En pre-eclampsia, también se observa que la represion del A;aAR bloquea la
proliferacion inducida por CGS-21680, y genera una reduccion en el nivel de mRNA
para VEGF en forma basal (i.e, sin estimulacion con CGS-21680); sin embargo a
diferencia de las células normales, SNAP, no logra revertir estos fenémenos. Por otro
lado, la sobre-expresion del A;aAR, genera una paraddjica reduccion del nivel de
MRNA para VEGF, tanto en condiciones de normoxia o hipoxia (i.e., simulando pre-
eclampsia), dando cuenta probablemente de un mecanismo de retroalimentacién entre
Aza Y VEGF. Es interesante ademas resaltar, que nuestros resultados sugieren que la
via de sefalizacion A a-NO-VEGF, estaria presente tanto en células de la
macrocirculacion (HUVEC) o de la microcirculacion (hPMEC); lo cual es un hecho

relevante ya que habla de su transversalidad funcional en el endotelio. Los resultados
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sugieren ademas que la regulacion de la expresion de VEGF mediado por Aza en
HUVEC de embarazos normales, pero no en pre-eclampsia, estaria asociado a un
aumento en la translocacion nuclear de HIF-1a. En conclusién, los resultados
confirman la funcionalidad de la via A,a-NO-VEGF en HUVEC de embarazos normales
y pre-eclampticos; y sugieren que en las células patologicas la biodisponibilidad de NO
generado por la activacion del Az»AR, estaria alterada, complicando su funcion

regulatoria sobre VEGF y con ello su capacidad pro-angiogénica.

V.1 Grupos de estudio y modelos experimentales

En esta primera seccién analizaremos algunas caracteristicas de las pacientes y
los modelos experimentales utilizados, a fin de dar un contexto general para

comparaciones mas puntuales que se abordaran en secciones posteriores.

Asi, respecto al grupo de pacientes, este es un estudio experimental de casos y
controles en el que incluimos muestras de embarazos normales y pre-eclampticos. Este
altimo grupo, se trata de embarazos con pre-eclampsia de inicio tardio (LOPE), en el
cual previamente hemos reportado un aumento en la funcionalidad en forma basal de la
via Aoa-NO-VEGF. Los resultados presentados en la tesis, apoyan esta elevacion basal

(i.e., en ausencia de agonistas) en LOPE.

Desde el punto de vista clinico en LOPE, la presencia de complicaciones tanto
en la madre como en el recién nacido son menores que aquellos embarazos pre-
eclampticos que se desarrollan antes de las 34 semanas (von Dadelszen, Magee et al.
2003; Bertoglia P, Navarrete et al 2010; Young, Levine et al. 2010; Parra-Cordero,

Rodrigo et al. 2012; Soto, Romero et al. 2012), lo cual también fue evidenciado en este
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pequefio grupo de mujeres, ya que no hubo diferencias significativas en cuanto a las
variables como peso del recién nacido entre ambos grupos estudiados. Esta evidencia
sugiere que probablemente mecanismos adaptativos se encienden y son capaces de
mantener una gestacion sin mayores complicaciones, a pesar de la hipertension
materna. Esta tesis, contribuye a comprender mejor uno de estos procesos adaptativos
como el aumento en la funcionalidad de la via Aza-NO-VEGF. Como condicion
experimental, hemos estandarizado todas las comparaciones con la conduccién basal
respectiva, por consiguiente el efecto basal de pre-eclampsia es anulado en el analisis
estadistico; pero puede notarse por ejemplo en las figuras representativas del nivel de
MRNA para VEGF (Figura 11 y 13), tal como fuera mostrado anteriormente (Escudero,

Bertoglia et al. 2013) .

En otro punto respecto a los modelos experimentales utilizados, se ha mostrado
gue las células de la microcirculaciéon (i.e, hPMEC) son mas reactivas a las sefales
pro-angiogénicas que el endotelio macrovascular (i.e., HUVEC) (Feoktistov, Goldstein
et al. 2002; Dye, Lawrence et al. 2004; Escudero, Bertoglia et al. 2013). En este
sentido, los resultados muestran que la estimulacion del A;bAR con CGS-21680,
aumentd la proliferacién celular en hPMEC con una ECsg ligeramente mayor que en
HUVEC (logECso de 10%’ M vs LogECso 10°° M, respectivamente, p=NS). Ademas,
CGS-21680 aument6 también la expresion de VEGF en hPMEC, lo cual fue revertido
con el antagonista selectivo para este receptor, ZM-241385, o con el inhibidor de NOS,
L-NAME tanto en células normales como en pre-eclampsia. Es mas, los resultados

sugieren que existiria una activacion “basal” de esta via, ya que ambos inhibidores
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reducen el nivel de VEGF aln en ausencia de CGS-21680. Por tanto, en esta tesis se

sugiere que la via A,a-NO-VEGF estaria también presente en hPMEC.

Ademas, utilizamos un modelo de hipoxia (2% oxigeno), el cual ha sido
mostrado incrementar el nivel de adenosina en otros estudio (Bodin and Burnstock
1995; Loffler, Morote-Garcia et al. 2007; Ryzhov, McCaleb et al. 2007). En ese sentido,
es conocido que la placenta pre-eclamptica muestra signos de hipoxia (Rolfo, Many et
al. 2010), por tanto en esta tesis fue utilizado como una condicion “similar’ a pre-
eclampsia. Sin embargo, como cualquier modelo presenta varias desventajas, dentro
de ellas, relevante para la tesis, es el hecho de que hipoxia per se estimula la expresion
de VEGF (Forsythe, Jiang et al. 1996). Pero también, es importante rescatar que parte
de este efecto regulatorio de hipoxia sobre el nivel de VEGF, ha sido asociado a la
actividad de los receptores de adenosina (George, Cockrell et al. 2010), lo cual también
fue confirmado en nuestros resultados. En este sentido, las evidencias mostradas en
esta tesis, sugieren que tanto la represion como la sobreexpresion del A, AR reducen
los niveles de VEGF en condiciones de normoxia (y quiza también en hipoxia). Los
mecanismos moleculares de por qué existiria esta autorregulacion, no fueron
abordados en esta tesis. Sin embargo, es posible suponer una intrincada comunicacion
en la expresion de ambas proteinas, Aza y VEGF, cuya expresion es regulada por el
factor inducido por hipoxia (HIF) (Forsythe, Jiang et al. 1996; Gulati, Keitel et al. 2007;

Ahmad, Ahmad et al. 2009)(ver mas abajo).

Con estos dos ultimos modelos, hPMEC e hipoxia, se sugiere que el A,pAR es

capaz de regular los niveles de mRNA para VEGF en forma transversal en distintos
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tipos de células endoteliales o condiciones patologicas (pre-eclampsia) o

experimentales (hipoxia).

V.2 Adenosina durante el embarazo normal y pre-eclamptico

V.2.1 Adenosina y embarazo normal

Los niveles extracelulares de adenosina aumentan en el tercer trimestre de los
embarazos normales (Yoneyama, Suzuki et al. 2000), lo que se asocia con cambios
inmunoldgicos y cardiovascular producto de la adaptacion fisiolégica durante esta
etapa. Asi por ejemplo, si se comparan los niveles de adenosina en mujeres no
embarazadas con embarazadas normales, se observa un incremento en la sintesis,
pero un reducido catabolismo de adenosina (Yoneyama, Suzuki et al. 2000; Lee,
Hwang et al. 2007). Yoneyama y colaboradores en varias publicaciones (Yoneyama,
Suzuki et al. 2000; Yoneyama, Suzuki et al. 2000; Meybohm, Zacharowski et al. 2012)
mostraron que las mujeres embarazadas normales que se encuentran en el tercer
trimestre de gestacion tienen mayor concentracion plasmatica de adenosina (~ 0,5 uM)
qgue las mujeres no embarazadas (~ 0,2 uM), lo cual ha sido recientemente también
confirmado por nuestro grupo (Badillo P, et al., en revision).

Las causas y consecuencias de la elevacion en los niveles plasméaticos de
adenosina en embarazos normales no se conocen. Sin embargo, algunos reportes
sugieren que la elevaciobn de adenosina estaria relacionada con un aumento
“fisiologico” en la agregacion plaquetaria presente en el embarazo normal (Yoneyama,
Suzuki et al. 2000; Yoneyama, Suzuki et al. 2000), o mayor liberacién de ATP (Malek,

Miller et al. 1995), uno de los principal sustrato para la sintesis de adenosina.
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Complementariamente una alta actividad sérica de 5'-nucleotidasa (es decir, de la
enzima que cataliza la conversion de AMP a adenosina) se ha reportado también en el
embarazo normal respecto a los controles no embarazadas (Yoneyama, Suzuki et al.
2000). Otros estudios muestran que los niveles elevados de adenosina en el embarazo,
podrian estar asociados a disminucion en la actividad de la enzima encargada de
degradar esta molécula, la adenosina deaminasa (ADA) (Yoneyama, Suzuki et al.

2000).

Por otro lado, y considerando que los niveles plasmaticos de adenosina
aumentan durante la gestacion, se ha pensado también que podrian estar relacionados
con el crecimiento de la placenta y la funcion vascular placentaria. En este sentido, los
niveles plasmaticos de adenosina son mas altos en los embarazos de gemelos (Suzuki,
Yoneyama et al. 2000), una condicién asociada a elevado tamafio de la placenta.
También se ha reportado que embarazos con diabetes gestacional, en la cual también
se observa generalmente una elevacion de la masa placentaria, presentan también
niveles altos de adenosina plasmatica (Salomon, Westermeier et al. 2012). Mas
recientemente, hemos encontrado altos niveles de adenosina en mujeres embarazadas
con sobrepeso/obesidad (Badillo P et al., en revision), contribuyendo a la discusion de

que multiples factores pueden generar una elevacion “fisiolégica” de adenosina.

La funcionalidad de esta molécula en el embarazo normal ain no es del todo
claro; sin embargo, a fin de poder contextualizar los resultados en esta tesis nos
abocaremos a analizar la informacion en la circulacién feto-placentaria. Al momento, no
estd claro si la adenosina presente en la circulacion materna tiene algun rol en la

regulacion de la circulacion placentaria, o viceversa. Evidencias indirectas han descrito
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una correlacion negativa entre los niveles de adenosina en plasma materno y el indice
de pulsatilidad de la arteria uterina (PI), lo que sugiere que la adenosina podria dar
lugar a una reduccion de la resistencia a vascular en el lado materno de la placenta

(Broch, Imerslund et al. 1984).

Adenosina puede inducir vasodilatacion o vasoconstriccion del lecho placentario,
dependiendo del calibre del vaso analizado, y més especificamente del tipo de receptor
presente en vasos de la macro o microcirculacion (Read, Boura et al. 1993;
Westermeier, Salomon et al. 2011). Por ejemplo, en vasos de macrocirculaciéon (vena
umbilical), cuyas células endoteliales expresan preferencialmente A,nAR sobre los
otros tipos de receptores (Feoktistov, Goldstein et al. 2002) se ha reportado que
adenosina genera vasodilatacion por una via asociada a la sintesis de NO
(Westermeier, Salomon et al. 2011); mientras que en vasos de mediano calibre como
los vasos corionicos placentarios, los cuales expresan preferencialmente AzsAR,
adenosina genera vasoconstriccion por una via dependiente de la sintesis de

tromboxanos (Donoso, Lopez et al. 2005).

Adenosina no solo controlaria el tono de los vasos sanguineos a nivel
placentario sino la formacion misma de dichos vasos (Escudero, Puebla et al. 2009).
Por ejemplo, Iriyama y colaboradores (Fernandez-Real, Penarroja et al. 2003) han
descrito que la elevacion de los niveles de adenosina en la placenta de ratones estaria
vinculado con la formacién anormal de los vasos sanguineos en la placenta. Por
desgracia, este ultimo estudio no midid los niveles plasméaticos de adenosina en la
circulacibn materna, pero se sugiere que la elevacién suprafisioldgica de los niveles

plasmaticos de adenosina puede tener efectos nocivos sobre el sistema vascular de la
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madre y la circulacion feto-placenta. En la siguiente seccion analizaremos en mas
detalle el rol de adenosina en la formacion de vasos sanguineos en la placenta pre-

eclamptica.

V.2.2 Adenosinay pre-eclampsia

Varios estudios han mostrado elevacion de los niveles de adenosina en la
circulacibn materna y fetoplacentaria durante embarazos con pre-eclampsia
(Yoneyama, Sawa et al. 1996; Takeuchi, Yoneyama et al. 2001; Yoneyama, Sawa et al.
2002; Yoneyama, Suzuki et al. 2002; Yoneyama, Suzuki et al. 2002; Escudero,
Casanello et al. 2008; Escudero 2009; Espinoza, Espinoza et al. 2011). En forma
similar al embarazo normal, las causas y consecuencias de esta elevacion no se
conocen con certeza; sin embargo evidencias indirectas sugieren que podrian estar
asociados a la hipoxia placentaria presente en este tipo de embarazos (George,
Cockrell et al. 2010), reduccién en la captacion de adenosina a través de los
transportadores de membrana (Escudero, Casanello et al. 2008), reduccién en la
actividad de ADA (Yoneyama, Sawa et al. 2002; Yoneyama, Sawa et al. 2002; Kafkasli,
Karabulut et al. 2006), aumento en la liberacion de ATP hacia el extracelular (Spaans,

Vos et al. 2014), entre otras posibles causas (Escudero 2009).

La importancia de esta elevacion de adenosina en el desarrollo de un embarazo
pre-eclamptico fue mostrado recientemente por Iriyama y colaboradores (Iriyama, Sun
et al. 2014) quienes utilizando un modelo animal en el cual se generd una elevacion
placentaria del nivel de adenosina, lograron generar en el ratdn las caracteristicas

clinicas de la enfermedad. En consecuencia, como ha sido resaltado recientemente
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(Escudero, Myatt et al. 2015) estos hallazgos son muy relevantes ya que por primera
vez se mostré en un modelo in vivo que altos niveles de adenosina en la placenta
pueden generar pre-eclampsia, e importante para esta tesis, adenosina controlaria la

formacion de vasos sanguineos placentarios.

V.2.3 Receptores de adenosina en la pre-eclampsia

La expresion de los A;pAR y A,sAR ha sido bien caracterizada en placenta
(Donoso, Lopez et al. 2005) y en HUVEC de cultivo primario o lineas celulares (Wyatt,
Steinert et al. 2002; Feoktistov, Ryzhov et al. 2004; Ryzhov, McCaleb et al. 2007). Por
otra parte, en pre-eclampsia, inicialmente se reportaron niveles altos de todos los
receptores de adenosina en homogenados de placentas con LOPE (von Versen-
Hoynck, Rajakumar et al. 2009); posteriormente, una elevacion de A, AR también fue
encontrada mediante ensayos de inmunohistoquimica en placentas pre-eclampticas
(i.e., LOPE) comparado con controles (Kurlak, Williams et al. 2015). En cambio, en
cultivo primario de hPMEC se han reportado bajos niveles del A;aAR (Escudero,
Casanello et al. 2008), asi como en HUVEC de embarazos con LOPE (Salsoso,
Guzman-Gutierrez et al. 2015). En la presente tesis, se incluyeron muestras de mujeres
con LOPE, en donde se encontré una elevacion del nivel de mRNA para A22AR (Figura
11), pero no analizamos la cantidad de proteina en esta serie de ensayos. Sin
embargo, de resultados previos, utilizando también células extraidas de LOPE no
encontramos diferencias significativas en la expresion, pero si en la funcionalidad de
este receptor (Escudero, Bertoglia et al. 2013); contrariamente en embarazos pre-

eclampticos de inicio temprano (EOPE) la expresiéon y funcionalidad de este receptor
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fue menor. Precisamente, esta fue la razdén para realizar ensayos de pérdida de

expresion de A2AAR en células de LOPE.

Ademas en HUVEC provenientes de LOPE se ha encontrado altos niveles de
A2sAR en relacién a sus respectivos controles (Acurio, Troncoso et al. 2014). En esta
misma linea, Irayama y colaboradores (Iriyama, Sun et al. 2014) encontraron elevacion
en el mMRNA del AxsAR, sin cambio en los otros receptores, en las placentas de

animales con caracteristicas similares a pre-eclampsia.

No hemos estudiado los mecanismos vinculados con esas diferencias en la
expresion de los receptores de adenosina, sin embargo, se ha reportado que hipoxia
mantenida por al menos 24 horas, incrementa la expresion de A22AR en explantes de
placenta (von Versen-Hoynck, Rajakumar et al. 2009) y células endoteliales (Ahmad,
Ahmad et al. 2009; Brown, Reyes et al. 2011); mientras que hipoxia por tiempos cortos
reduciria la expresion de este gen (Feoktistov, Ryzhov et al. 2004).. Relacionando
estas evidencias en hipoxia y pre-eclampsia, es posible que las diferencias observadas
en la expresion de A,a en EOPE y LOPE pudieran sugerir una capacidad diferente a la

respuesta a la hipoxia en esas condiciones (Rolfo, Many et al. 2010).

Reforzando esto Ultimo se conoce que hipoxia regula la expresion de receptores
de adenosina en forma diferencial (Bshesh, Zhao et al. 2002; Eltzschig, Ibla et al. 2003;
Feoktistov, Ryzhov et al. 2004). Asi, mientras el promotor del A;gAR contiene sitios de
union para HIF-1a (Kong, Westerman et al. 2006), lo cual ha sido asociado a aumento
de la expresion de este receptor en endotelio micro (Eltzschig, Ibla et al. 2003), y
macrovascular (HUVEC) (Feoktistov, Ryzhov et al. 2004); el A,AAR es regulado por

HIF-2a en células endoteliales pulmonares (Ahmad, Ahmad et al. 2009), sugiriendo
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también que el grado de hipoxia, tal como ocurriria en LOPE vs EOPE, puede
diferencialmente afectar la expresion de estos genes. Mas aun, esta diferenciacién en
la expresion de los receptores AaAR y AzsAR, podria tener efectos funcionales en
cuanto a la regulacion de la expresion de VEGF (ver mas abajo).

Por tanto, el anadlisis de la expresion de los receptores en pre-eclampsia debe
considerar tipo de tejido o célula utilizada, asi como la caracteristica clinica de la
patologia. En resumen diremos que salvo alguna discrepancia (Salsoso, Guzman-
Gutierrez et al. 2015), parece ser que la expresion y/o funcionalidad de los receptores
AnAR y AAR estarian aumentadas en HUVEC de LOPE, mientras que en EOPE, al

menos la de A;pAR estaria notablemente disminuida.

V.3 Via A2a-NO-VEGF en células normales y pre-eclampticas

Varias evidencias (Wyatt, Steinert et al. 2002; Vasquez, Sanhueza et al. 2004)
sugieren gue adenosina, via AaAR, es capaz de incrementar la sintesis de NO en
células endoteliales, lo cual también ha sido confirmado por nuestro grupo (Escudero,
Bertoglia et al. 2013). Estos hallazgos han sido inicialmente relacionados con un efecto
vasodilatador de adenosina en condiciones normales o estrés celular. Sin embargo, es
posible, como lo muestra esta tesis, que el aumento de NO mediado por A,,AR, podria
estar involucrado en cambios adaptativos vasculares a mas largo plazo, como

angiogénesis.

En pre-eclampsia, una serie de evidencias muestran que existe una disminucion
en la biodisponibilidad (sintesis, vida media, actividad, etc) de NO (ver detalles en Myatt

2010). En la relacion A;a-NO en pre-eclampsia y endotelio, Unicamente hemos
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encontrado dos reportes (Salsoso, Guzman-Gutierrez et al. 2015) en el tema. En el
primero, se encontr6 que la estimulacion del A,,AR con CGS-21680, aumenta la
sintesis de NO, mientras que en el segundo la inhibicibn de este receptor con un
antagonista selectivo ZM-241385, bloquea el transporte del amino&cido L-arginina (i.e.,
sustrato de NO) inducido por insulina. Por tanto, ambos resultados, sugieren que el

A>nAR, aumentaria la sintesis de NO en HUVEC.

En forma similar multiples evidencias sefalan que los receptores de adenosina,
y en particular el ApAR, regula la expresion de VEGF en células endoteliales (ver
Tabla 4), lo cual también fue corroborado en esta tesis. Asi se encontré que la
elevacion en el nivel de mRNA para VEGF inducido por CGS-21680 fue revertida
cuando las células fueron expuestas a un RNA de interferencia para el A2aAR, tanto en
condiciones normales donde la reduccién fue estadisticamente significativa, como en
pre-eclampsia en donde se mostré una clara tendencia a la baja (p=0.12). Estos
resultados, se complementan con lo encontrado en hipoxia, en donde también la
ausencia del A;»AR se asocia con reduccion en los niveles de VEGF. En este ultimo
caso, se ha mostrado en HUVEC expuestas a normoxia (21% oxigeno), situacion en la
gue la expresion de A22AR supera a la expresion de AzsAR, adenosina incrementa (1.5
veces) la expresion de VEGF; pero en hipoxia cuando ocurre un aumento en la
expresion de A,gAR y una concomitante reduccion de A, AR, adenosina es capaz de
incrementar significativamente (8 veces) la expresion vy liberacibn de VEGF
(Feoktistov, Ryzhov et al. 2004). Nuestros resultados, difieren en varios aspectos
metodoldgicos respecto a lo reportado por estos Ultimos autores. Partiendo de la linea

celular utilizada para los experimentos de hipoxia, ya que provienen de dos compaifiias
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distintas. Diferencias adicionales incluyen por ejemplo, el hecho de que en nuestro
estudio los niveles de mRNA para Az,AR estimados por PCR semicuantitativo no se
modificaron significativamente en hipoxia (2% oxigeno, 24 h); sin embargo Feoktistov y
Su grupo reportaron niveles bajos del nivel de mRNA cuantificados por tiempo real,
para este receptor tras 1 o 3 horas de incubacion en 4.6% oxigeno. En este contexto,
como ya se ha dicho, las HUVEC, responde en forma diferencial al nivel de hipoxia.
Ademas, nuestros resultados, a diferencia de lo reportado por Feoktistov, utilizan un
agonista selectivo para AaAR, CGS-21680 por tiempos mas largos de incubacién (12
h); mientras que estos autores utilizaron un agonista no selectivo y por menos tiempo
(NECA, por 3 h). Por consiguiente, estas y otras diferencias metodolégicas hacen
inviable una comparacion directa entre ambos estudios.

En otro aspecto, pero siguiendo con los resultados en la linea de HUVEC
utilizada, se encontr6 que en normoxia (e igualmente con una clara tendencia en
hipoxia), la sobreexpresion del A;xAR redujo significativamente el nivel de mRNA para
VEGF. Este resultado, podria reforzar el hecho de que A;aAR estaria controlando la
expresion de VEGF en HUVEC, y sugeriria la presencia de una autorregulacion
estrecha entre ambas proteinas.

Otra arista no resuelta en esta tesis, pero que es interesante continuar
estudiando, es como ocurriria la regulacion de la expresion de VEGF por Aza. Estudios
previos muestran que la estimulacion de receptores de adenosina con el agonista no
selectivo NECA incrementa la actividad transcripcional del promotor de VEGF humano
(Feoktistov, Ryzhov et al. 2004) o de raton (Liavag, Roland et al. 1972; Ryzhov,

Biktasova et al. 2014), un efecto que ha sido asociado a la presencia de elementos de
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respuesta para hipoxia (HRE) en el dichos promotores. En este escenario, se ha
mostrado que el HRE ubicado entre -985 a -939 pb rio arriba del inicio de la
transcripcion, y que es activado por HIF-1a, es necesario para la regulacion de la
expresion de VEGF humano (Forsythe, Jiang et al. 1996). Asi, no es sorpresa que uno
de los factores de transcripcidon asociado a la regulacion de la expresion VEGF
mediada por NECA sea precisamente HIF-1a (Feoktistov, Goldstein et al. 2002).
Nosotros, quisimos también abordar estos mecanismos de regulacion, asi en primera
instancia, los resultados indican que la estimulacion del A;sAR con CGS-21680 en
HUVEC de embarazos normales se asocia a translocacion nuclear de HIF-1a; un
efecto que no pudo evidenciarse en células de pre-eclampsia. Desconocemos, si esta
movilizacion es responsable del aumento de VEGF mediado por A;AAR; por lo que
estudios del promotor del VEGF, ligacion de HIF-1la a este promotor, y su efecto
transcripcional son necesarios tanto en HUVEC de embarazos normales como de pre-
eclampsia.

Por otro lado, resultados previos de nuestro laboratorio muestran que el aumento
en los niveles de mRNA y proteina para VEGF, inducidos por CGS-21680, fueron
blogueados cuando las células se co-incubaron con el inhibidor de la sintesis de NO, L-
NAME (Escudero, Bertoglia et al. 2013). En esta misma linea, los resultados mostrados
en la presente tesis confirman estos hallazgos, utilizando herramientas moleculares y el
donador de NO, SNAP (Figura 11), indicando ademas el orden molecular de los

acontecimientos resumido en la via A,4-NO-VEGF.

En pre-eclampsia, a pesar de que la estimulacion del A;A AR, estaria asociada a

un aumento de la expresion de VEGF; existiria una desregulacion rio abajo en el
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efector NO. Esto se observa, en el hecho de que en presencia del RNA de interferencia
para el A2aAR, el nivel del mMRNA para VEGF se reduce, lo cual, a diferencia de las
células del embarazo normal no pudo ser revertido por el donador de NO en células de
pre-eclampsia. Compatible con estos hallazgos, se observo también que la proliferacién
de HUVEC de pre-eclampsia tuvo un comportamiento similar a lo encontrado con
VEGF (Figura 10). Las causas para esta desregulacion de NO en la via A;p-NO-VEGF
observada en pre- eclampsia no se abordaron en esta tesis; sin embargo, dado que es
ampliamente conocido el aumento en el estrés oxidativo en endotelio de esta patologia
(Myatt and Webster 2009; Myatt 2010), es posible suponer que el NO generado tras
activacion del AxAR, o exdgenamente entregado via donador el donador SNAP,

pudiera ser secuestrado por radicales de oxigeno en pre-eclampsia.

De lo discutido en esta tesis, se plantean varias interrogantes que requieren ser
analizadas, tales como los mecanismos involucrados en la regulacion de la expresion
de receptores de adenosina en hipoxia; o aquellos asociados a reducciéon en la
biodisponibilidad de NO generado por el A;2AR; asi como también, los mecanismos
gue estarian controlando la movilizacién y actividad de HIF inducida por adenosina; y
como estos estarian controlando la expresion de VEGF. Otras interrogantes, incluyen
por ejemplo, cdmo VEGF podria regular A;pAR; y que impacto tendria este ultimo
proceso en el control de angiogénesis. Finalmente, todas interrogantes debieran
también abordarse en la condicién pre-eclampsia en donde la evidencia mostrada
sugiere alteraciones en quiza todos estos procesos regulatorios. Por consiguiente mas

estudios son necesarios en este campo.
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En conclusién, esta tesis permiti6 comprobar mediante ensayos moleculares el
nexo regulatorio entre A, Yy VEGF, el cual a su vez incluiria proteinas intermediarias
como eNOS (para la sintesis de NO) y probablemente HIF-1a. Se demostré que esta
via Aoa-NO-VEGF, regularia ademas la proliferacion celular en HUVEC, asi como
estaria también presente en otros tipos endoteliales como hPMEC o linea celular de
HUVEC. En pre-eclampsia de inicio tardio, es decir la condicion clinica menos severa
de la patologia, la via estaria disfuncional. Asi, si bien existen algunos vestigios
regulatorios de esta via, en relacion a la proliferacion y niveles de mRNA para VEGF
asociados directa o parcialmente a la presencia de A;sAR, respectivamente; es
posibles que en pre-eclampsia, el efecto intermediario via NO, estaria aun mas
alterado, lo cual quizd podria afectar otros efectores como HIF-1la. Finalmente,
resultados en esta tesis también sugieren la presencia de un mecanismo
autoregulatorio de A pAR por VEGF (Figura 16). Creemos que los resultados
entregados en esta tesis contribuyen a la comprension de los procesos adaptativos en

la circulacion feto-placentaria de embarazos con pre-eclampsia de inicio tardio.
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Tabla 1. Receptores de Adenosina.

Tipo receptor Kq para Agonista Kq para NECA  Antagonista Ki Moléculas de
Adenosina antagonista sefalizacion
(nM) (M)
A 3-30 CPA, CCPA, NECA 11 DPCPX 0.69 P13-K, PKC,
CGS-21680 MAPK, Akt
Aoa 1-20 ATL146e, CGS-21680 16 ZM-241385 30 cAMP, PKC,
NECA cGMP,
DPCPX 502 MAPK, NO
SCH-58261 0,5 cAMP
Ao 5.000-20.000 NECA 1700* MRS1754 1.97 cAMP,
MAPK
As >1.000 IB-MECA, 2CI-IB-MECA, 100-1000"  MRS1220 300* PI3-K, PKC,
NECA MAPK, Akt
CPA, N6-ciclopentiladenosina; CCPA, 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina; NECA, 50-N-etil-carboxamidoadenosina;

ATL146e,4-{3-(6-amino-9-(5-etilcarbamoil-3,4-dihidroxi-tetrahidro-furan-2-il)-9H-purina-2-il)-prop-2-inil}-acido
ciclohexanecarbo-xilico metil éster; CGS-21680, 2-(p-(2-carbonil-etil)-feniletilamino)-50-N-etilcarboxamidoadenosina; 1B-
MECA, N6-(3-iodobenzil)adenosina-50-N-metiluronamida; DPCPX, 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina; ZM-241385, 4-(2-(7-

amino-2-(2-furil)-(1,2,4)triazolo(2,3-a){1,3,5}triazin-5-il-amino)etil)fenol;

MRS1754, N-(4-ciano-fenil)-2-(4-(2,6-dioxo-1,3-

dipropil-2,3,4,5,6,7-hexahidro-1H-purin-8-il)-fenoxi)acetamida. (Modificado de (San Martin and Sobrevia 2006).*(Broch
1975)); T(Kvam, Broch et al. 1983); ¥(Jacobson and Gao 2006)
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Tabla 2: Secuencia de los partidores utilizados

Nombre Partidores Producto
(pb)
hA,AR S 5'-AGCTCCATCTTCAGTCTCCT-3' 174
AS 5-ACCGCAGTTGTTCCAACCTA-3'
VEGF S 5'CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 3
AS 5'AGGTAGAGCAGCAAGGCAAG 3'
489

S 5-TCAAGAACGAAAGCTGGAGG- 3’
18S AS 5'GGACATCTAAGGGCATCACA- 3’

hA2aR: Receptor de adenosina humano tipo Aza, VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular, 18S: RNA ribosomal 18S (18S). S: Partidor sentido y AS: antisentido. Tamafio

del producto esperado en pares de bases (pb).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas.

Normal Pre-eclampsia

(n=10) (n=8)
Caracteristicas maternas
Edad, afios 245+1.9 225+2.6
IMC3, kg/m? 27.0+0.8 26.3+1.4
IMC,, kg/m? 32.5+0.7 33.3+15
EGP, sem 389+04 38.3+£0.6
PAS, mmHg 115.6 + 3.7 146.1 + 2.5*
PAD, mmHg 68.4 +2.7 90.9 + 2.8*
Plaguetas, #*1000/ml 182.0 +13.0 197.0 £ 16.0
Hemoglobina, mg/dL 126 +£0.2 12.3+0.6
Hematocrito, % 36.0+£0.7 354+1.3
Leucocitos, #*1000/ml 11.0+0.7 13.0+1.5

Caracteristicas Recién Nacido

Peso, gr
Talla, cm
PC, cm

Caracteristicas Placenta

Peso, gr
PRN/PP, gr

3291.0 £112.0
48.7+0.4
343+0.3

532.0 £ 32.6
6.4+04

3365.0 £195.1
48.8 + 0.8
34.4+0.7

547.5 +£38.2
6.3+0.3

IMC,, indice de masa corporal en el primer trimestre. IMC1, indice de masa corporal al
tercer trimestre. EGP, edad gestacional al parto. PAS, presion arterial sistolica. PAD,
presién arterial diastolica. PC, perimetro cefalico. PRN/PP, razén entre peso del recién
nacido y peso de la placenta. Todos los valores se expresan en promedio + SEM.

*P<0.0002.
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Tabla 4. Factores que influyen en el proceso de angiogénesis*

AR  Proceso angiogénico  Tipo celular

Referencia

s Macrofagos

WV Thrombospondin g

7 HMVEC
sFIt-1

A2 T mFIt-1 Macrofagos

' i6 Macrofagos
1 Proliferacion HUVEG
Imigracion y VEGF
{+ Permeabilidad
; VI'EGF i HUVEC-PMN
©+ Migracion MVEG
2 VEGF, IL-8 y bFGF
i i HREC
{ Migracion HMEC.1
 VEGFy IL-8
EPC
{ IL-8 -

A% 4 VEGF Células espumosas
f VEGF y IL-8 Melanoma, HT29
2 Y HUVEC en hipoxia
Proliferacién/migracion HMEC-1

" HREC

formacion de tubos,
VEGF

(Pinhal-Enfield, Ramanathan et al.
2003; Ernens, Leonard et al. 2010)
(Desai, Victor-Vega et al. 2005)
(Leonard, Devaux et al. 2011)
(Leonard, Devaux et al. 2011)
(Escudero, Bertoglia et al. 2013)

(Lennon, Taylor et al. 1998)
(Ryzhov, Biktasova et al. 2014)
(Afzal, Shaw et al. 2003)

(Feoktistov, Goldstein et al. 2002)
(Rolland-Turner, Goretti et al. 2013)
(Gessi, Fogli et al. 2010)

(Merighi, Benini et al. 2007; Merighi,

Simioni et al. 2009)
(Feoktistov, Ryzhov et al. 2004)
(Feoktistov, Ryzhov et al. 2003)

(Grant, Tarnuzzer et al. 1999; Grant,

Davis et al. 2001)

*Tabla modificada de (Escudero, Roberts et al. 2014).
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VIII. Figuras
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Figura 1. Vasos sanguineos y funcion de células endoteliales: Los vasos
sanguineos son estructuras encargadas del transporte de nutrientes, gases,
moléculas hormonas, sangre, etc. formados de una capa interna endotelial y
rodeados de musculatura lisa. Las células endoteliales o recubrimiento interno,
son capaces de sintetizar, sustancias vasodilatadoras (NO) y sustancias
vasoconstrictoras (endotelina, angiotensina). La figura ademas muestra el
metabolismo del ATP de donde se genera adenosina. También, el NO puede
reaccionar con radicales libres de oxigeno como anién superoxido (O3)
generado por multiples vias, incluyendo la NADPH oxidasa. La reaccién entre
NO y O, genera un compuesto altamente reactivo conocido como peroxinitrito
(ONOQ)). Fisiolégicamente, el NO también reacciona con la guanilil ciclasa
soluble en las células musculares, la cual a su vez transforma el guanosin
trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato ciclico (cGMP), encargado en ultimo
término de genera vasorelajacion.
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Figura 2. Proceso de angiogénesis y la importancia de factores proangiogénicos:
Los vasos sanguineos recubiertos por células endoteliales y pericitos. En
condiciones basales las células endoteliales producen 6xido nitrico (NO), VEGF,
Angiotensina 2 (Ang2) y proteasas. Cuando se altera la estructura de un vaso
sanguineo o se va a formar un nuevo vaso, se liberan sustancias como factores
de crecimiento (VEGF), moléculas de orientacion y proteasas. Estas moléculas
hacen que las células de la punta migren, mientras que las células del tallo
proliferen para formar una nueva estructura tubular, formando asi un nuevo vaso
sanguineo. Ver detalles en el texto. Figura modificada de (Hocker, Raitschew et
al. 2010).
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Figura 3: Regulacion del nivel extracelular de adenosina. La biodisponibilidad
extracelular de adenosina depende de la descomposicién de los nucledtidos de
adenina (di- adenosina y tri-fosfato) a través de nucleosidasa asociada a la
membrana (CD39) que metaboliza a monofosfato de adenosina (AMP). AMP es
sustrato para ecto-5'nucleotidase (CD73), que forma la adenosina. La adenosina
presente en el extracelular puede activar una familia de receptor de adenosina
(AR), acoplados a proteina G, o puede ser metabolizada por la adenosina
deaminasa tipo 2 (ADA2) presente en el liquido extracelular y formar inosina, o
ingresar pasivamente al espacio intracelular por los transportadores de
nucleotidos equilibrador (ENT) o activamente a través de transportadores
concentrativos de nucledtidos (CNT). La adenosina intracelular se sintetiza por
nucleosidasas citosoélicas (5'N citosélicas) y también por hidrélisis de S-
adenosilhomocisteina (SHA) a través de SHA hidrolasa. La adenosina
intracelular es metabolizada por adenosina quinasa (AK) en AMP, o por via
ADA tipo 1 (ADAL) que la transforma a inosina.
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Figura 4. La inhibicion de NO revierte la expresion de VEGF mediada por Aja.
Células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron incubadas
por 12 horas con el agonista selectivo Aza, CGS-21680 (100 nM) en ausencia
(Basal y CGS) o presencia (L-NAME + CGS) del inhibidor de la sintesis de éxido
nitrico, L-NAME (10 a 10° M). Bajo estas condiciones se investigaron los
niveles de mRNA y de proteina para VEGF. El panel superior muestra una figura
representativa de 3 experimentos independientes segun condicion correlativa en
el panel inferior. En el panel inferior la densitometria de mRNA VEGF/18S o
VEGF/B actina. *p=0.05 vs basal. tp=0.05 vs CGS-21680. Figura tomada de
(Escudero, Bertoglia et al. 2013).
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Figura 5. La expresion de VEGF inducida por la via de sefializacién A;5-NO puede
involucrar a HIF. La estimulacion del receptor A, de adenosina incrementa la
expresion de VEGF, por una via que involucra la sintesis de éxido nitrico (NO).
(?) Mecanismo desconocido, que pretende estudiar el promotor de VEGF, y en
particular los sitios de union al factor inducido por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) que se
encuentran entre -975 a -968 pbs y entre -962 a -956 pbs rio arriba del inicio de
la transcripcién usando células endoteliales derivadas de embarazos normales y
pre-eclampticos. Figura tomada de Escudero et al., 2014.
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Figura 6. Aya regula la expresion de VEGF en pre-eclampsia. Células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC) extraidas de embarazos normales (NP,
barra blanca), o de pre-eclampsia de inicio tardio (LOPE, barra gris clara) o de
pre-eclampsia de inicio temprano (EOPE, barra gris oscura) y expuestas a CGS-
21680 (100 nM por 12 h, +) y/lo ZM-241385 (100 uM, +) fueron utilizadas para
identificar la presencia del factor de crecimiento endotelial (VEGF) mediante
ensayos de Western blot. El panel superior muestra figuras representativas de
VEGF y el control de carga B-actina. El panel inferior la densitometria de la razon
entre VEGF/B-actina. *p=0.05 vs respectivo valor en NP. 1p=0.05 vs respectivo
valor en condicion basal (i.e., sin estimulacion). £p=0.05 vs respectivo valor en
LOPE. Valores expresados en medias + SEM. El n se expresa en barra
respectiva. Figura tomada de (Escudero, Bertoglia et al. 2013)
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Figura 7. A,a y NO estimulan la proliferacion celular. Células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) fueron aisladas de embarazos normales y se estimo
la proliferacion celular por incorporacion de bromouridina como se describe en
Métodos. Las células fueron incubadas por 24 horas con A) CGS-21680 (10° a
102 M), B) Co-incubadas con CGS-21680 (10°M, dosis méaxima) y SCH-58261
en dosis respuesta (102° a 10™® M), o C) CGS-21680 (107 a 10™*? M, circulos
blancos) o con SNAP (107 a 10 M). Los resultados se expresan en media +
SEM. En B, *p<0.05 vs 100% respuesta. n=5 por cada ensayo en duplicado.
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Figura 8. Caracterizacion de RNA de interferencia para el A;sAR. Células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron aisladas de
embarazos normales y expuestas al RNA de interferencia para el AxAR
(shRNA-A2A) por 48 horas como se describe en Métodos. A) Figura
representativa de ensayos de PCR semicuantitativo para el ApAR (Aza) Y SU
respectivo control de carga B-actina. Control positivo (C+, HUVEC sin
transfeccion). 1, 2 y 3 distintas dosis utilizadas de RNA de interferencia (0.3 a 1
ug/ul). B) Inmunocitoquimica de HUVEC para determinar la presencia de la
proteina de Aa, en ausencia (Control) o presencia de shRNA-Aza. C) Ensayos
de sobrevida determinado por conteo celular con azul tripan en ausencia (-) o
presencia (+) de shRNA-Aza. D) Cuantificacion de AMPc intracelular en células
HUVEC en ausencia (-, barra blanca) o presencia (+, barra achurada) de
SshRNA-A,, y CGS-21680 (10°M). E) Cuantificacién de nitritos en medio de
cultivo como se indica en D. Los resultados se expresan en media = SEM. En B,
barra negra representa 50 um. En D, *p<0.05 vs respectivo control en ausencia
de CGS-21680. En E, *p<0.05 en comparacion con control sin CGS-21680 o
ShRNA Aza. Tp<0.05 vs células con CGS-21680 en ausencia shRNA Aza. n=3-5
por cada ensayo en duplicado.
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Figura 9. Formacion de tubos en presencia de RNA de interferencia para el
receptor de adenosina A,a. Células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC) fueron aisladas de embarazos normales, para ensayos de formacion
de tubos como se describe en Métodos. A) Figura representativa de la
formacion de tubos, en presencia de CGS-21680 (10°M) y/o SNAP (10° M) en
condiciones control o expuestas al RNA de interferencia para el receptor de
adenosina (shRNA-A). B) Cuantificacion de la longitud de los tubos en
condiciones basales (barra blanca) y en presencia de shRNA- A, (barra
achurada). Los resultados se expresan en media £ SEM. En B, *p<0.05 vs basal.
tp<0.05 vs respectiva condicion en células en ausencia shRNA A,s, n=3 por
cada ensayo en duplicado.
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Figura 10. Proliferacion celular en embarazos normales y pre-eclampticos. Células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron aisladas de embarazos
normales (barras blancas) y pre-eclampticos (barras achuradas) para estimar la
proliferacién celular por incorporacion de bromouridina. Las células fueron
incubadas por 24 horas en ausencia (-) o presencia (+) de CGS-21680 (108 M),
SNAP (10°° M) y/o shRNA- Aza. La linea sefial 1 que corresponde al valor basal sin
estimulacién. Los resultados se expresan respecto al valor basal en media + SEM.
En B, *p<0.05 vs basal. n=3 por cada ensayo en duplicado.
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Figura 11. Efecto de la ausencia del receptor A;aAR sobre los niveles de VEGF.
Células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron aisladas de
embarazos normales y pre-eclampticos. A) Figura representativa de PCR
semicuantitativo para el A,pAR, VEGF y sus respectivos controles de carga 18S. 1,
5, en ausencia de CGS-21680 o SNAP. 2 y 6, en presencia de CGS-21680. 3y 7,
en presencia de CGS-21680 y el shRNA-A,a. 4 y 8, en presencia de CGS-21860,
SNAP y shRNA-A,a. Células provenientes de embarazos normales (1 a 4) y
células de embarazos pre-eclampticos (5 a 8). B) Densitometria de A,a/18S, en
células normales (barras blancas) y pre-eclampticas (barras achuradas) que
fueron co-incubadas con CGS y/o SNAP y/o shRNA-Aza, cuya presencia (+) y/o
ausencia (-) se marca con respectivos simbolos. C) Densitometria de VEGF/18S,
en células normales y pre-eclampticas como se describe en B. Los resultados se
expresan en media * SEM. En B, *p<0.05 vs basal sin tratamiento. 1p<0.05 vs
células de pre-eclampsia en condicion basal. En C, *p<0.05 vs basal normal sin
tratamiento. $p<0.05 vs CGS-21680 en embarazo normal. n=4 por cada ensayo.
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Figura 12. Caracterizacién de sobreexpresion del A;aAR. Linea celular de HUVEC
fueron utilizadas para experimentos de sobre-expresion del receptor A2A de
adenosina A) Figura representativa del vector pCMV- flag 2B-A,n donde se
muestra su configuracion. B) Caracterizacion del corte del pCMV- flag 2B-Aza
con enzimas BamHI y Xhol. C) Figura representativa de ensayos de PCR
semicuantitativo para el AnAR y su respectivo control de carga 18S. Se
utilizaron tres medios de transfeccion, Santa Cruz (SC), PoliEtilenamina (PEI) y
SuperFect (SF). 2.5, 5y 10 ug de DNA plasmidial utilizado para transfecciones.
D) Inmunocitoquimica de HUVEC para determinar la sobreexpresion de la
proteina de Aza, en la imagen se observa, control negativo (sin anticuerpo
primario), control sin transfeccién (Control) y sobreexpresion del vector Aza. E)
Cuantificacion de la proteina A;a como se muestra en D. Los resultados se
expresan en media + SEM. n=3 en duplicado.
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Figura 13. Ensayos de ganancia y pérdida de Aza y expresion de VEGF en hipoxia:
Linea celular de HUVEC fueron cultivadas en normoxia (21% oxigeno, barra
blanca) e hipoxia (2% oxigeno, barra negra). A) Figura representativa de PCR
semicuantitativo para A;pAR, VEGF y sus respectivos controles de carga 18S. Los
nameros 1,2,3,4 muestra células cultivadas en condiciones de normoxia (21%0) y
5,6,7,8 en condiciones de hipoxia (2%0). Linea 1 y 5 células control sin
tratamiento. Linea 2 y 6, en presencia de CGS-21680. Linea 3 y 7, en presencia
de CGS-21680 y el vector CMV-flag 2B-A,a Linea 4 y 8, en presencia de CGS-
21860 y shRNA-A,A. B) Densitometria de Az4/18S en condiciones de normoxia e
hipoxia e incubadas con CGS previo tratamiento de sobreexpresion o represion
del receptor de adenosina A;a. Se marca la presencia (+) y/o ausencia (-) de estos
tratamientos. C) Densitometria de VEGF/18S como se describe en B. Los
resultados se expresan en media + SEM. En B, *p<0.05 vs basal en normoxia.
1tp<0.05 vs basal en hipoxia. En C, *p<0.05 vs basal en normoxia. n=4 por cada
ensayo en duplicado.
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Figura 14. Caracterizacion de la via Ay»-NO-VEGF en células de la
microcirculacién de embarazos normales y pre-eclampticos. Células de la
microcirculacion extraidas de embarazos normales (barra blanca) y pre-
eclampticos (barra achurada) fueron extraidas como se describe en métodos. A)
Proliferacion celular cuantificada por incorporacion de bromouridina en presencia
de CGS-21896 (10° a 10 M). B) Panel superior, imagen representativa de
analisis de western blot para VEGF y su respectivo control de carga, p-actina en
presencia de CGS-21680 (10°M) y/o ZM-241385 (10°M) y/o L-NAME (10°M) en
células provenientes de embarazos normales o pre-eclampticos. En el panel
inferior, densitometria de VEGF/B-actina segun tratamiento indicado en panel
superior. La presencia de los farmacos se marca con (+) y la ausencia con (-).
En A, n=4. En B, n=2 por grupo.
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Figura 15. Fraccionamiento celular y translocaciéon nuclear de HIF-1la.
Fraccionamiento celular en HUVEC de embarazos normales y pre-eclampticos, fue
realizado como se describe en métodos. A) HIF-1a y su respectivo control Histona
3 en fraccién celular citoplasmatica (C) y nuclear (N), en condiciones basales (-) o
previa estimulacién con CGS-21680 (10°M, 12h, +) en células de embarazos
normales. B) Fraccionamiento celular de células pre-eclampticas en similares
condiciones como A. C) Razdn de la fraccion celular nacleo/citoplasma de HIF-1a
de embarazos normales (barras blancas) y embarazos pre-eclampticos (barras
achuradas), en condiciones basales y en presencia de CGS-21680. Los resultados
se expresan en media + SEM. En C, *p<0.05 vs basal. n=3 por cada ensayo.
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Figura 16. La expresion de VEGF inducida por la via de sefalizacion A;x-NO
puede involucrar a HIF-1a. En células endoteliales de embarazos normales
(HUVEC y hPMEC) cultivados en normoxia (21% oxigeno), la estimulacién del
receptor A,a de adenosina incrementa la expresion de VEGF, por una via que
involucra la sintesis de oxido nitrico (NO). El incremento de este gas estimularia
la translocacién de HIF-1a al ndcleo, por una via que ain no se conoce (?). A su
vez, HIF-1a estimularia la expresion de VEGF y esto produciria un aumento e la
proliferacion celular y la formacién de tubos. En este escenario, en ausencia del
receptor A,a generado por un RNA de interferencia, se asocia a disminucion de
los niveles de VEGF, lo cual se recupera por el donador de NO, SNAP.
Paraddjicamente, sobreexpresion de A;sAR también disminuye los niveles de
MRNA de VEGF. Se desconoce (??) cual seria el mecanismo involucrado. En
células endoteliales de pre-eclampsia de inicio tardio (LOPE) se aprecia un
aumento basal de la via A;a-NO-VEGF (Escudero, Bertoglia et al., 2013), sin
embargo, no se pudo apreciar si esta regulacién involucra traslocacién de HIF-
la al nucleo. En estas células de LOPE, el donador de NO, SNAP, no logra
revertir la reduccién en los niveles de VEGF generado por el RNA de
interferencia para Aa. En hipoxia (2% oxigeno), tanto la represion de A,a como
la sobreexpresion del mismo, tienden a disminuir los niveles de VEGF.
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Anexo 1: Consentimiento Informado

UNIVERS|DAD DEL Blo-BIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Un grupo de investigadores de la Universidad del Bio-Bio y del Hospital Clinico Herminda Marin, se ha
interesado en estudiar la capacidad que tienen las células que recubren internamente la vena umbilical (células
endoteliales) para la formacién de nuevos vasos sanguineos, durante embarazos normales y en aguellos
embarazos que presentan hipertension arterial (conocida como pre-eclampsia). Como antecedente le podemos
contar que la placenta es el tejido encargado de llevar los nutrientes y el oxigeno que el nifio(a) requiere para
crecer mientras esta en el Utero de su madre. En algunos casos, como la pre-eclampsia, existe una reduccion en
el aporte de sangre hacia el feto, por consiguiente la placenta trata de suplir esta deficiencia aumentando el
namero de vasos sanguineos. Actualmente existen varios estudios que sugieren que esta adaptacion en la
formacion y funcionamiento de los vasos sanguineos que ocurre intrautero, podria por un lado contnibuir en el
normal desarrollo del nifio(a) mientras este en dtero; sin embaro al salir de este ambiente, podria constituirse en
un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades de los mismos vasos sanguineos (tales como
hipertension) cuando este nifio(a) sea adulto.

El objetivo mas amplio de nuestras investigaciones, es el de identificar posibles causas por las cuales los
nifios(as) nacidos de embarazos con pre-eclampsia tienen mas riesgo de desarrollar enfermedades de los vasos
sanguineos y el corazén (incluida hipertensién arterial) que aquellos nifios(as) nacidos de embarazos normales.
Para realizar este estudio, combinaremos la informacion y resultados que consigamos de estudiar células
endoteliales provenientes del cordon umbilical humano y datos clinicos de sus madres y de los nifios(as) al
nacimiento. Por ello, queremos a través de este consentimiento, solicitar su participacion en este estudio y con
ello su autorizacion para: 1) Tomar la placenta y cordén umbilical una vez ocurrido el parto y 2) Revisar su ficha
clinica, lo que permitira tener los antecedentes patologicos personales y familiares.

El investigador responsable de este estudio es el Dr. Carlos Escudero, del Departamento de Ciencias
Basicas de la Universidad del Bio-Bio. Si tiene alguna pregunta o requiere una informacion mas amplia sobre la
investigacion, usted puede contactarse con el investigador responsable llamando al teléfono 42-2463256 (oficina)
o al celular 09-65655127 o al correo electrénico cescudero@ubiobio.cl

Este estudio fue aprobado por el Cemité de Etica de la Universidad del Bio-Bio y el Comité Etico
Cientifico del Hospital Clinico Herminda Martin de Chillan, si usted tiene alguna duda sobre sus derechos en este
proyecto o si quiere denunciar alguna irregularidad, usted puede contactarse con el Dr. Sergio Acufia, Director de
Investigaciones de la Universidad del Bio-Bio, al teléfono 41-273 1633 o con el Dr. Raul Franco, Presidente del
Comité Etico Cientifico del Hospital, al teléfono 42-586594, anexo Minsal 426594.

Es importante que usted sepa que en este estudio:
1. Este consentimiento y su autorizacion se tomara antes de iniciar cualquier tipo de ensayo o analisis durante
nuestro estudio.

2. La seleccion de las pacientes que seran invitadas a participar en el proyecto serd realizada por los
profesionales (Médicos y Matronas) que frabajan en la Maternidad del Hospital Herminda Martin.

3. Las placentas y muestras de sangre de cordon umbilical seran obtenidas después del parto (normal o cesarea).
Una vez nacido su hijo/hija, y cuando la placenta haya sido expulsada del dtero (alumbramiento).
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4. Después del alumbramiento la placenta no presta ninguna funcién por tanto la utilizacion de su placenta en este
estudio no involucra ningdn riesgo para su hijo/hija o para usted, ya que la placenta es un tejido que
normalmente se desecha después del parto.

5. Después de obtener las células endoteliales de la placenta, que son de interés para este estudio, el tejido que
no sea utilizado sera desechado con el resto del material biologico de acuerdo a normas de biosegunidad de
la Universidad. El matenal desechado no sera usado en estudios genéticos.

6. Si decide participar en esta investigacion, no tendra ningin costo ni beneficio econémico para usted. Todos los
costos de esta investigacion seran asumidas por el proyecto a cargo del grupo de investigadores.

7. Su participacion en este estudio no la beneficiara directamente a usted ni a su hijo/hija. Sin embargo la
donacién de su placenta ayudara a los investigadores a conocer aspectos importantes de la funcion de la
placenta en embarazos normales o con pre-eclampsia que hasta la fecha se desconocen.

8. Es importante que quede claro que sus antecedentes clinicos y personales seran confidenciales. Esta
informacion solo la conocera el equipo de profesionales que trabaja en este proyecto. Ademas, toda su
informacion sera codificada en donde se excluiran cualquier dato que pueda servir para su identificacion. La
informacion recogida en la investigacion sera utilizada en la generacion de reportes de investigacion.

9. Usted es completamente libre de decidir si participa o no en este proyecto de investigacion o aceptar participar
y luego cambiar de opinion, sin que esa decision perjudique la atencion médica que usted reciba de parte de
los profesionales de esta unidad. Si usted retira su consentimiento el material obtenido no sera usado y sera
eliminado. Su informacién médica tampoco sera usada.

10. Si considera conveniente, Usted puede consultar con alguna ofra persona antes de decidir aceptar
definitivamente su participacion.

11. Este documento se firmara en dos ejemplares, uno para usted y otro para archivos del proyecto.

Yo, después de recibir la informacion
(escriba su nombre con letra clara)
necesara y de aclarar todas mis dudas, autorizo la revision de mi ficha clinica y el uso de mi placenta para los
fines de este proyecto de investigacion.

RUT: FIRMA: FECHA:
Investigador Responsable FIRMA: FECHA:
Comité de Bioética FIRMA: FECHA:
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Ewmail: ubbubiobio.cl

www ublobio.cl




Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Anexo 2: Abreviaturas

ADA: adenosina deaminasa

ADMA: dimetil arginina asimético

AINES: anti-inflamatorios no esteroidales

AK: adenosina kinasa

ATL146e: 4-(3-(6-amino-9-(5-etilcarbamoil-3,4-
dihidroxi-tetrahidro-furan-2-il)-9H-purina-2-il)-
prop-2-inil)-acido ciclohexanecarboxilico metil
éster

B1R: receptores de cininas B1

cAMP: adenosin monofosfato ciclico

CCPA: 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina

CD39: enzimas 5'- nucleotidasa o ecto-apirasas.
CD73: 5’- nucleosidasa cGMP: guanosin
monofosfato ciclico.

CGS-21680: 2-(p-(2-carbonil-etil)-feniletilamino)-
50-N-etilcarboxamidoadenosina;

DPMA: N6-(2-(3,5--Dimetoxifenil)-)-2-
(metilfenil)etil) adenosina

EOPE: Embarazo pre-eclamptico de inicio
temprano

ERK: Proteina cinase ativada por sefiales
extracelulares

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

hA2AR: receptor de adenosina humano tipo A2A

hA2BR: receptor de adenosina humano tipo A2B
HUVEC: Endotelio de vena umbilical humano
HC-HMC: Hospital Clinico Herminda Martin
Chillan

HMEC-1: endotelio microvascular de la piel
humana

HIF: Factor inducible por hipoxia

IL-1B: interleuquina 1

LOPE: Embarazo pre-eclampticos de inicio
tardio

LDH: lactato deshidrogenasa

L-NAME: L-nitro-arginina metil ester

LPS: lipopolisacaridos

MAPK: Protein kinasa activada de mitogénico
MRS1754: N-(4-ciano-fenil)-2-(4-(2,6-dioxo-1,3-
dipropil-2,3,4,5,6,7-hexahidro-1H-purin-8-il)-
fenoxi)acetamida.

NBTI: nitrobenziltioinosina riboosido

NECA: 50-N-etil-carboxamidoadenosina;
NF-kB: factor nuclear kappa de linfocitos B.
nNOS: oxido nitrico sintasa neuronal

NO: éxido nitrico

NOS: oxido nitrico sintasa

ONOO-: peroxinitrito

PAD: presion arterial diastélica

PAM: presion arterial media

PAS: presion arterial sistolica

PCAM-1: molécula de adhesién de plaquetas y
endotelio tipo 1

PCM: medio de cultivo primario

shRNA: RNA de interferencia

SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilina

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
ZM-241385: 4-(2-(7-amino-2-(2-furil)-
(1,2,4)triazolo(2,3-a){1,3,5}triazin-5-il-

amino)etil)fenal;
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