*

g Universidad

W deValparaiso
CHILE

Facultad de Medicina
Escuela de Medicina

“"Rol de RECK en la invasion del
trofoblasto y remodelacion de las
arterias uterinas durante la gestacion
en modelo murino”

Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias
Médicas, mencion en Biologia Celular y Molecular

Macarena Andrea Aguilera Olguin

Director de Tesis: Sebastian San Martin Henriquez

Codirector de Tesis: Jaime Gutiérrez Pérez
Ivo Carrasco Wong

Marzo / 2023



*

g Universidad

@ deValparaiso
CHILE

Facultad de Medicina
Escuela de Medicina

“"Rol de RECK en la invasion del
trofoblasto y remodelacion de las
arterias uterinas durante la gestacion
en modelo murino”

Tesis para optar al grado de Magister en Ciencias
Médicas, mencion en Biologia Celular y Molecular

Macarena Andrea Aguilera Olguin
Director de Tesis: Sebastian San Martin Henriquez

Codirector de Tesis: Jaime Gutiérrez Pérez
Ivo Carrasco Wong

Marzo / 2023



2 Universidad

* ,
N deValparaiso
CHILE

Facultad de Medicina
Escuela de Medicina

Magister en Ciencias Médicas Mencién Biologia Celular y Molecular

“Rol de RECK en la invasién del trofoblasto y remodelacién de

las arterias uterinas durante la gestacion en modelo murino”

Macarena Andrea Aguilera Olguin
Este trabajo se realizé bajo la supervision de Sebastian San Martin Henriquez en
el laboratorio de la Universidad de Valparaiso y ha sido aprobado por los

miembros de la Comision:

Dr. XXXX XXXXX Dr. XXX XXXXXX Dr. XXXX XXXXXX
Presidente Comision Profesor Informante Profesor Informante

Dr. XXXX XXXXXX
Director de Tesis

Ciudad, Chile
201X



ABREVIATURAS

MEC: matriz extracelular

MMPs: metraloproteinasas

Dg: de gestacion

CGT: células gigantes trofoblasticas

P-CGT: células gigantes trofoblasticas parietales
SpA-CGT: spiral artery-associated a CGT
C-CGT: células gigantes trofoblasticas de canal
Ch-CGT: channel CGT

ADN: acido desoxirribonucleico

NK: natural killer

TM: tridngulo mesometrial

TGF-B: factor de crecimiento transformante

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial

RECK: reversion inducing cysteine rich protein with kazal motifs

EGF: factor de crecimiento epidérmico
SPI: inhibidor de serina proteasa
ADNC: acido desoxirribonucleico complementario

GPI: glicosi-fosfatidil inositol

RUPP: ratas de presion de perfusion uteroplacentaria reducida

WT: wild type

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PAS: Periodic Acid-Schiff

PBS: buffer fosfato salino

HRP: Péroxidasa de rabano picante

VWf: factor Von Willebrand

ADAM: desintegrina y metaloproteasa
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RESUMEN

La placenta es un dérgano esencial para el desarrollo, donde la invasion del
trofoblasto y la remodelacion de las arterias uterinas son procesos claves que ocurren al
inicio del embarazo. Se ha evidenciado que el éxito de remodelacién de las arterias
uterinas depende de la invasion del trofoblasto depende la lo cual es facilitado por

proteasas que degradan componentes de la matriz extracelular (MEC).

RECK es un regulador negativo de metaloproteinasas (MMPs), que participa en la
regulacion de la MEC, en procesos de invasion y angiogénesis. El objetivo de este estudio
fue describir el rol de RECK durante el desarrollo temprano de la placenta en un modelo
murino. Los resultados mostraron que placentas RECK*/- presentan una invasion en
zonas de tejido materno mas profundos y remodelamiento de arterias espiraladas
uterinas mas avanzados en dia 12 dg al comparar con placentas RECK*/*, significando
que la carga genética de RECK estaria regulando que eventos como invasion y
remodelacion ocurran de manera mas acelerada. Ademas, placentas RECK”- evaluadas
en dia 10 dg, no presentaron cambios significativos. Proponemos que seria por una
respuesta del tejido materno que también forma parte de la regulacion de la invasion,
sin embargo, son antecedentes que no eran parte del enfoque de estudio y quedan por

estudiar.

Este es uno de los primeros estudios que describe la presencia de RECK en tejido
placentario y materno en dias 10, 12 y 14 de gestacion mostrando que no solo cumple
un rol regulador en la angiogénesis del embridon como era de conocimiento, sino que
también un rol regulador de los procesos de invasion del trofoblasto y remodelamiento

de las arterias uterinas espiraladas, como también la temporalidad de éstos.



INTRODUCCION

El embarazo es un proceso que considera la implantacion exitosa del blastocisto
y el desarrollo éptimo de la placenta, que resulta ser el primer érgano en formarse
durante la embriogénesis. La placenta forma parte de la interfaz materno-fetal y
promueve el crecimiento del embrion y el feto mediante diferentes funciones(1-3), entre
ellas, endocrina, nutricional, a través del suministro de nutrientes y oxigeno, como
también eliminacion de desechos(4). Estas funciones la logra esencialmente, mediando

el intercambio de estos mediadores metabdlicos entre la sangre materna y fetal(5).

1. ANATOMIA DEL UTERO MURINO Y CARACTERISTICAS
REPRODUCTIVAS

El Utero del ratdn es de tipo duplex, esto quiere decir que esta compuesto por

dos cuernos independientes asociados a un oviducto y que terminan en un cérvix
uterino(6) (ver Fig. 1). Cada oviducto tiene 3 divisiones anatomicas: el infundibulo que
corresponde a la zona cercana al ovario y que recibe los ovocitos, la ampolla donde
ocurre la fecundacion y el istmo conectado al Utero(7). El Utero esta irrigado por la rama
uterina de la arteria ovarica que permite el ingreso de la sangre en la porcion craneal y

el ingreso de forma caudal por la arteria uterina, ambas ubicadas en el mesometrio(3,8).

superior

Cuernos
uterinos

Raton

Cérvix

Pared
vaginal Canal
cervical

inferior
Figura 1. Esquema del Utero de ratén. El tracto reproductivo del ratén se encuentra con cada

ovario asociado a un cuerno uterino que confluyen en el cérvix (Modificado de Yoshida K; et al.
2019).



Las hembras murinas presentan cambios morfo-funcionales en los dérganos
genitales, organizados en un ciclo estral que estd subdividido en 4 fases. La fase de
Proestro (1 a 1,5 dias) que corresponde al periodo pre-ovulatorio, caracterizado por un
crecimiento del tracto genital con engrosamiento de la mucosa uterina, leve hiperemia
venosa Yy en el cérvix. Luego se presenta el Estro (1 a 3 dias), periodo ovulatorio o etapa
en que la hembra esta receptiva sexualmente y se caracteriza por hiperemia venosa en
la vulva. El Metaestro (1 a 5 dias) presenta cambios degenerativos con epitelio
queratinizado de la vulva. Finalmente en la fase de Diestro (2 a 4 dias) o periodo de
reposo, se genera mucosidad en la vagina(9-11). Finalmente, el periodo de gestacion
murino dura aproximadamente 19 a 22 dias, obteniendo una camada que varia segun

la cepa murina alcanzando un rango de 2 a 13 crias en promedio(4,12).

2. FECUNDACION E IMPLANTACION MURINA

El ovocito durante la ovulacion libera factores quimicos que promueven la llegada
del espermatozoide(13). Aproximadamente 72 horas posterior a la fecundacion, el cigoto
que avanza desde el oviducto, se divide en varias células a lo que se les denomina
blastdmeras, formando una masa multicelular que llega a los cuernos uterinos como
morula o blastocisto temprano(14). Al ingresar al Utero, se ubican en las criptas de
implantacién formadas en la region antimesometrial formando el blastocisto (ver Fig.
2)(15). Durante el periodo de pre-implantacion es posible distinguir 2 conjuntos
celulares en el blastocisto, la masa celular interna, que dard origen al embrién y el
trofoectodermo que se diferencia en los distintos tipos de células trofoblasticas después

de la implantacion, y que seran las principales encargadas de formar la placenta(16).
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Figura 2. Diagrama de las primeras etapas del desarrollo embrionario. Se presentan las diferentes
estructuras anatémicas del raton con los primeros cambios durante el desarrollo temprano y sus
estadios. (Modificado de Carretero, A; et al. 2017)

El periodo de implantacion se inicia, cercano al dia de gestaciéon (dg) numero 4 o
4 dg, con el aumento de la permeabilidad vascular en el sitio de fijacion del embrién y
termina cercano al dia 7.5 dg con la formacién del saco vitelino y la nutricién histiotréfica
(Ver Fig. 3). Durante este periodo los niveles de estrogeno y progesterona liberados por
el cuerpo luteo promueven la receptividad uterina, induciendo la proliferacion de células
estromales endometriales y el proceso de decidualizacion, permitiendo la unién y

posterior implantacion del blastocisto al endometrio(17-19).
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Figura 3. Implantacion y diferenciacion de células durante el desarrollo temprano. (A)Dia 3.5 dg:
llegada del Blastocisto con la diferenciacion del trofoectodermo, masa celular interna y blastocele.
(B)Dia 6.0 dg: Se diferencian las células gigantes trofoblasticas, se forma el cono ectoplacentario
y ectoderma extraembrionario. (C)Dia 7.5 dg: células gigantes trofoblasticas contintan invadiendo
y se origina el alantoides a partir del mesoderma extraembrionario (Modificado de Rossant, J; et
al. 2001).

Durante la implantacién, el trofoectodermo (capa de células mas externas que
envuelve al blastocisto) que no esta en contacto directo con la masa celular interna,
denominado trofoectodermo mural, deja de dividirse. Aproximadamente al dia 5.5
dg(20) se diferencia en las células gigantes trofoblasticas (CGT) parietal primarias (P-
CGT)(2,21). Estas se caracterizan por ser poliploides, como consecuencia de la
duplicacion del ADN (acido desoxirribonucleico) sin una posterior mitosis
(endoreplicacién), lo que les permite aumentar su tamafio celular favoreciendo la vida
atil a través del aumento de la tolerancia al estrés y resistencia a sefales
apoptoticas(22), ademas presentan capacidad fagocitica, funcion endocrina por la
liberacidon de citoquinas y hormonas reguladoras, y median la invasion del endometrio
mediante la liberacion de proteasas (activador del plasmindégeno uroquinasa y
metaloproteinasas)(4,5,16). La regulacién del proceso de invasion de estas células, es
considerado critico, ya que si se vuelve ilimitada podria provocar un crecimiento tumoral,

mientras que si es insuficiente impide el desarrollo éptimo del embridn(5).
5



Por otro lado, se distingue el trofoectodermo polar ubicado proximo a la masa
celular interna que continta proliferando y diferenciandose durante el dia 6.5 dg(20)
formando el ectodermo extraembrionario y el cono ectoplacentario que luego
desarrollara la placenta(2,5). El ectodermo extraembrionario situado hacia el tejido fetal,
dara origen al laberinto compuesto por sincitiotrofoblasto I y II(7) y tiene como principal
funcion ser una barrera protectora, de intercambio y endocrina(23). Por otro lado, el
cono placentario ubicado préoximo al tejido materno formara la zona de union, estructura
de la placenta que se ubica entre la decidua y el laberinto, estd compuesto por
subespecializaciones células gigantes trofoblasticas, el espongiotrofoblasto y las células
trofoblasticas ricas en glucogeno y también es considerado como principal

compartimento endocrino(4,24,25).

Las subespecializaciones de las CGT considera a las que estan asociadas con las
arterias uterinas espiraladas (SpA-CGT), las de canal (C-CGT), “"channel” (Ch-CGT) y las
P-CGT secundarias(21), las cuales se diferencian en el dia 7.5 dg(20) separan el tejido
embrionario de la decidua materna y las células endoteliales, cuyas caracteristicas son
similares a las P-CGT primarias, responsable de tomar contacto con los vasos uterinos,
promoviendo la remodelacién de las arterias espiraladas uterinas, necesaria para la
correcta perfusion de sangre materna hacia la placenta(4,5,26). El espongiotrofoblasto
esta ubicado en la capa media de la placenta, entre las P-CGT secundarias y el laberinto.
Se caracterizan por ser compactas y con un ndcleo levemente mas grande que las células
ricas en glucdégeno. Las células trofoblasticas ricas en glucégeno almacenan pequenas
cantidades de glucogeno desde el dia 5.5 dg y aumentan en nimero notoriamente
cercano al dia 13 dg como agrupaciones con nucleos delimitados y un citoplasma

aparentemente vacio(4,5,27).

Durante la placentacion se presentan cambios hemodinamicos, vasculares vy
uterinos para lograr un suministro de sangre y nutrientes suficientes para el embridn y
feto en desarrollo(28,29); siendo la remodelacion de las arterias espiraladas uterinas un
proceso relevante durante la placentacion temprana(30,31), ya que el fracaso esta
vinculado directamente con diversas patologias del embarazo en humanos(32) y que

pueden emularse en modelos murinos presentando signos como el aumento de la
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resistencia vascular sistémica, hipertension, proteinuria, crecimiento placentario

deficiente, disminucion del transporte de nutrientes y bajo peso del feto(33,34).

3. PLACENTACION

3.1. Dia 7.5 a 9 dg

Durante este periodo las células P-CGT primarias inician el proceso de invasion
temprano hasta las arterias uterinas espiraladas ubicadas en la decidua materna,
facilitado por 2 procesos; uno intersticial erosionando la capa de musculo liso e
integrandose en el revestimiento endotelial y otro endovascular, ambos permitiendo que
la sangre materna irrigue hacia la placenta. El proceso de invasion a su vez, da inicio a

la remodelacidn vascular que otorga la capacidad funcional de la placenta(25).

El mesoderma extraembrionario durante este periodo da origen al alantoides,
ubicado en el limite de los tejidos embrionarios y extraembrionarios. Durante el dia 8.5
dg ocurre la unién entre el alantoides y el corion, lo que permite que las células
mesodérmicas extraembrionarias estén en contacto con el ectoderma coridnico que
comenzara a invaginarse desencadenando la diferenciacion del sincitiotrofoblasto que

formara el laberinto(25).

3.1. Dia 10 dg

Comienza la fase de gestaciéon donde se forman las capas de la placenta
corioalantoidea compuesta por laberinto, zona de unién y decidua(7). Entre los dias 9.5
y 10.5 dg, el sincitiotrofoblasto forma la barrera interhemal (superficie que permite el
transporte) compuesta por 3 capas: sincitiotrofoblasto tipo I, tipo II y el mesoderma
extraembrionario que dara origen a los capilares fetales. La formacién de los vasos
embrionarios en el dia 10 dg ubicados en el laberinto son indicadores del inicio de la
circulacion placentaria(18). Defectos en el desarrollo temprano del laberinto generan
una placa coridnica con escasa superficie de contacto y poco crecimiento de los vasos

sanguineos fetales provocando la muerte fetal durante los dias 10.5 a 12.5 dg(35).

Mientras el laberinto se desarrolla, es sostenido por una capa compacta de células

del espongiotrofoblasto pertenecientes a la zona de unidn que separa al laberinto de las
7



P-CGT primarias(36) (Ver Fig. 4). Ademas, inician los cambios en las arterias espiraladas

uterinas que resultara en vasos de mayor calibre y con reducida capa muscular(37).

Decidua

CGT

Zona
de unién

Laberinto

Figura 4. Desarrollo de la placenta en dia 10 dg. Se logra distinguir el inicio de la formacion del
laberinto, sostenido por una capa de espongiotrofoblasto ubicado en la zona de unién gue lo
separa de las CGT (células gigantes trofoblasticas) (Modificado: Woods, L; et al. 2018).

3.2. Dia 12 dg

Durante este periodo en adelante, las P-CGT secundarias invaden la decidua
asociandose a los espacios sanguineos maternos. La zona de unidn estard compuesta
por el espongiotrofoblasto, las células ricas en glucégeno y las P-CGT secundarias(27,38)
(Ver Fig. 5), que produciran altas concentraciones de hormonas, factores de crecimiento

y citoquinas siendo el principal compartimiento endocrino(25).



Células trofoblésticas ricas
en glucégeno

Decidua

Zona de
unidén

Laberinto

Figura 5. Desarrollo de la placenta en dia 12 dg. Se observa el laberinto, la zona de union, y la
capa de CGT (células gigantes trofoblasticas) tomando contacto con la decidua (Modificado:
Woods, L; et al. 2018).

Se han observado cambios asociados a la remodelacion de las arterias uterinas
desde el dia 10 dg, donde no se observan diferencias en el nUmero de estas arterias,
pero si se aprecia un aumento de aproximadamente el doble del didmetro de los vasos
qgue se puede observar ya en el dia 14 dg(39). Hasta el dia 12 dg, las P-CGT primarias
son las que mayormente han invadido la decidua, observandose tanto peri como
endovascular(39). Cercano al dia 12 y 12.5 dg existe una invasion mas profunda

considerado como un periodo relevante para evaluar cambios vasculares(40).

La cantidad de células trofoblasticas ricas en glucégeno disminuyen
progresivamente en la zona de unién desde el dia 13 dg, ya que migran, invaden la
decidua y rodean las arterias espiraladas uterinas cuyo proceso se mantiene hasta los
dias 15 a 18 dg(27,38). Se ha observado que las células ricas en glucégeno muestran
una invasion intersticial difusa en la decidua, y no siempre se encuentran asociadas

alrededor de los vasos(39).

3.3. Dia 14 dg

A partir de este periodo gestacional se pueden observar todas las estructuras de
una placenta madura, considerando laberinto, zona de unidén, decidua y vasos
sanguineos fetales(41) (Ver Fig. 6). Las células ricas en glucégeno estan junto al
espongiotrofoblasto como también cercano a las células gigantes trofoblasticas. El
laberinto presenta una mayor densidad en los capilares fetales como en espacios

sanguineos maternos(2).
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Laberinto Vasculatura fetal

Figura 6. Desarrollo de la placenta en dia 14 dg. Estructuras de una placenta madura. Laberinto
con mayor densidad de capilares fetales rodeado de espongiotrofoblasto y trofoblasto de células
ricas en glucégeno conforman la zona de unién, capa de CGT (células gigantes trofoblasticas) y
remodelacion de las arterias espiraladas uterinas (Modificado: Woods, L; et al. 2018).

En la placentacidon el proceso de invasion de las células trofoblasticas esta
altamente regulado por el entorno, a través de la liberacidon de niveles altos de MMPs
(metaloproteinasas) principalmente de las P-CGT(42), como también a través de la

liberacion de inhibidores de enzimas proteoliticas(18).

4. PROCESO DE INVASION DE LAS CELULAS TROFOBLASTICAS

Existen dos mecanismos de invasion durante la placentacién murina, la invasion
intersticial y la endovascular. En el caso de la especie mus musculus la invasion alcanza
hasta la decidua sin llegar al miometrio a diferencia del humano que alcanza un tercio
del miometrio(43). El proceso de invasién de las células trofoblasticas es altamente
controlado entre otras proteinas, por proteinas activadoras e inhibidoras de proteasas,
que permiten la degradacion y remodelacién de la matriz extracelular como también la
fagocitosis. Se ha demostrado que al menos 3 tipo de proteasas estan involucradas en
facilitar el proceso de invasion, las metaloproteinasas de la matriz (principalmente MMP-
2, -9y -11), las serina proteasas (activador del plasmindgeno uroquinasa) y la cisteina

proteasa liberadas por la decidua asi como por las células del trofoblasto(18).
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Una de las funciones mas estudiadas de estas endopeptidasas es la degradacion
de la MEC, sin embargo, también se ha demostrado una actividad asociada a modulacion
de mediadores de inflamacidén, intervenciéon en la cicatrizacion y en relaciéon a la
vasculatura como intermediarias de la migracion, proliferacion y apoptosis de células

endoteliales y musculo liso(44).

5. REMODELACION DE LAS ARTERIAS ESPIRALADAS UTERINAS

La sangre materna logra el contacto con el sitio de implantacion mediante la
arteria radial que ingresa al triangulo mesometrial donde se ramifica en 5 a 10 arterias
espiraladas uterinas, luego atraviesan la decidua proximal y convergen formando 1 a 4
canales que atraviesan la zona de unién y laberinto(43,45). El triangulo mesometrial
(TM) esta ubicado hacia lado mesometrial del Utero y presenta células decidualizadas,
células NK (natural killer), macréfagos y las arterias uterinas espiraladas(43). Las
arterias uterinas espiraladas atraviesan la decidua presentando diferencias estructurales
segun su ubicacion. En la decidua se pueden observar vasos sanguineos revestidos por
endotelio; como también se pueden observar vasos sanguineos donde el endotelio es

reemplazado por células trofoblasticas(45).

La remodelacion de las arterias uterinas espiraladas confiere una disminucion de
la resistencia vascular aumentando su capacidad de flujo sanguineo y una mejora en la
perfusidn placentaria para permitir el desarrollo fetal(28,46) (Ver Fig. 7). Lo mencionado
anteriormente, requiere de cambios progresivos que implican una pérdida de la capa de
musculo liso que rodea las arterias uterinas espiraladas, fendmeno que hasta la fecha
se desconoce si es por apoptosis o desdiferenciacion, pero también requiere del
reemplazo parcial y transitorio de células endoteliales por células trofoblasticas(47-49).
En paralelo las células trofoblasticas depositan fibrinoides compuesto por fibronectina,
colageno IV y laminina. Todos estos cambios permiten la formacion de una membrana
basal donde se pueda volver a revestir por endotelio y lograr mantener la integridad de
los vasos(46,49) (Ver Fig. 8).
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remodelacion
Figura 7. Esquema de cambios asociados a remodelacion en las arterias uterinas. (A): Arteria
uterina no remodelada. (B): Arteria uterina en proceso de remodelacion. (Modificado de:
Schumacher, A; et al. 2018)

Apoptosis CML

0 L ,
CT invasion intersticial A CML: célula misculo

- CE: célula endotelial

Depésito de [GOR) CT: célula trofoblastica
Fibrinoide ‘s uNK: natural killer uterina

MEC: matriz extracelular

, . N [:] Fibrinoide
CT invasion
endovascular

CE apoptosis

EC TC

Figura 8. Esquema de procesos asociados a la remodelacion de las arterias uterinas espiraladas.
Los trofoblastos de invasién endovascular tendran contacto en inicio con el endotelio a diferencia
de los con invasion intersticial que tendran contacto al comienzo con CML permitiendo el reemplazo
celular y modificacion de la matriz extracelular (Modificado de: Vogtmann, R; et al. 2021).

Para el dia 10 dg la arteria uterina se ramifica en arterias mas pequefias en el
triangulo mesometrial de cada sitio de implantacion, aquellas que atraviesan la decidua
tienen un patrén en espiral y no continlian ramificandose, en lugar de eso, convergen

para llevar sangre al laberinto(30,50).
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Durante la remodelacion vascular, la integridad estructural de los vasos
sanguineos es mantenida por la matriz extracelular. La modificacién de la MEC, a medida
que el proceso de remodelacién avanza, es llevada a cabo por MMPs sintetizadas por las
células endoteliales (MMP-1 y MMP-9), células del musculo liso (MMP-2, MMP-9 y MMP-
12), trofoblasto invasivo (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-12 y MT1-MMP) y otras células

(NK, macrofagos).

La regulacion de la invasién del trofoblasto mediada por MMPs principalmente en
etapas tempranas es un evento muy importante para una implantacién y placentacion
exitosa(51). Se ha demostrado que en modelos RUPP (ratas de presion de perfusion
uteroplacentaria reducida) existe menor actividad de las MMPs en Utero y placenta lo
que generd un aumento de los componentes de la MEC como el colageno, esto a su vez
llevd a una disminucion del area placentaria(52). El déficit de MMP-9 en modelo murino
generd anomalias placentarias como restriccién del crecimiento y sintomatologia similar
a preeclampsia(53). Mdltiples estudios in vitro e in vivo han demostrado que MMP-2
como MMP-9 juegan un rol en la invasion y remodelacién arterial uterina y que cambios
en su actividad puede llevar a patologias del embarazo como la preeclampsia(54-56).
Por los antecedentes mencionados, es que se vuelve necesario entender el rol de los
reguladores de MMPs durante las etapas tempranas de la gestacion, tales como, la
proteina RECK.

6. REGULADOR DE METALOPROTEINASAS: PROTEINA RICA EN

CISTEINA INDUCTORA DE REVERSION CON MOTIVOS KAZAL (RECK)

La proteina rica en cisteina inductora de reversion con motivos Kazal (RECK) es una
glicoproteina reguladora de metaloproteinasas(57). La proteina RECK, se compone de
971 aminoacidos, contiene varios motivos que presentan las proteinas extracelulares
(péptido de sefial N-terminal, sefial de anclaje glicosilfosfatidilinositol C-terminal o GPI,
repeticiones de 6-cisteinas, repeticiones similares al factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y tres motivos similares al inhibidor de la serina proteasa (SPI) de tipo Kazal(58))
(Ver Fig. 9) y comparte identidad de ADNc (ADN complementario) en un 93% entre
humano y ratdén. Es de localizacién extracelular y estd anclada a la membrana

plasmatica(59). Se expresa en distintos tejidos durante el desarrollo(60) y participa en
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diversos procesos, como la regulacion de la integridad de la matriz extracelular, invasion,

metastasis y angiogénesis(59,61,62).

Se ha observado que RECK posee una funcidon antagonica a la actividad de distintas
MMPs (Ver Fig. 9), en particular sobre MMP-9, MMP-2, MT1-MMP(63) y ADAM10(64). Sin
embargo, se distingue de otros inhibidores de metaloproteinasas en que esta anclado a
través de un tallo de glicosi-fosfatidil inositol (GPI) a la membrana permitiendo regular
los eventos proteoliticos en la superficie celular(62); aunque, también se ha descrito su
liberacion desde la membrana, mediado por enzimas como glicosilfosfatidilinositol
fosfolipasa C(65), bloqueando la actividad previamente descrita(66,67). A diferencia de
otros inhibidores de MMPs, como son los TIMP, cuya delecidon génica no conlleva a
grandes alteraciones durante la prefiez(57), ratones que carecen del gen funcional RECK
mueren cercano al dia 10.5 de gestacion mostrando alteraciones graves en tejidos

mesenquimales y organogénesis(63).

(a) (b) / Active MMP-2
RECK (REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal motif) pro-MMP-9 T
= - —: . _ spr P \ Intermediate
Bl hydrophobic 6cys [ EGF-ike [ SPllike L RECK MMP-2
[ \ pro-MMP-2
‘ a 3

MT1-MMP

i o Sy 9,,“;,_2

Figura 9. Estructura primaria de RECK y funciones conocida. (A): Estructura de RECK: péptido
sefial N-terminal, sefial de anclaje GPI, repeticion de 6 cisteinas, repeticiones EGF-like y 3
motivos SPI-like. (B): Funciones conocidas de RECK: regulacion de metaloproteinasas de la
matriz (Noda, M; et al. 2007).

7. RECK Y EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Los estudios de RECK y el desarrollo embrionario debido a la letalidad de los ratones
deficientes en RECK, han sido dirigido principalmente al embrion(55,59,60), en los que
se ha evidenciado una hemorragia evidente a nivel cerebral y abdominal, sumado a
pérdida de la organizacion de tejidos especialmente a nivel de la red vascular(68) y poco
se sabe de RECK en el desarrollo de la placenta donde se ha asociado principalmente a
procesos de invasion y angiogénesis, aun cuando regula dos MMPs muy relevante en la
placentacion(62).

En este sentido se ha encontrado un aumento en la expresién de RECK en placentas

humanas con preeclampsia lo que se relacionaria con una disminucion en la invasion,
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resultados que fueron complementados in vitro con linea celular de trofoblasto humano
del primer trimestre HTR8/SvNeo donde se sobreexpres6 RECK y resultd en una
disminucién de la actividad de MMPs, una menor migracién e invasion celular(69). Sin
embargo, el desarrollo placentario incorpora multiples procesos como implantacion,
invasion y remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas donde el modelo in vivo
resulta una buena alternativa para considerar todos los eventos. Debido a que estos
eventos son parte del desarrollo placentario temprano no son plausibles en seres
humanos y el modelo murino es Gtil para comprender los mecanismos del desarrollo

placentario(70).

Se ha demostrado que la mayoria de las mutaciones que conllevan la muerte fetal
entre los dias 9.5 y 14.5 dg, los que estan vinculado principalmente a una placenta
defectuosa, sin embargo, en relacion a RECK mucho de los estudios en embriones de
ratén KO no han indagado en los cambios y alteraciones asociados a dicho érgano(71).
Es asi como hasta la fecha se conoce que durante el desarrollo placentario los procesos
de invasion y remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas son clave para un
embarazo exitoso, procesos que en el murino ocurren inicialmente en dias 10 dg y 12
dg principalmente. Acompafiado de esto, la participacion de MMPs es relevante para
favorecer el proceso de invasion y estas estan reguladas por distintas proteinas como
RECK que destaca del resto por estar anclada a la membrana celular. También se ha
evidenciado que embriones knockout de RECK, mueren en dia 10.5 dg periodo que

podria estar asociado con una placenta defectuosa.

Basado en los antecedentes previos, es que surge la inquietud de estudiar RECK
en el desarrollo de la placenta planteandose la siguiente pregunta de investigacion: éQué
rol cumple RECK en los procesos de invasién del trofoblasto y remodelacién de las
arterias espiraladas durante la gestacion?. Para responder a la pregunta se trabajé con
sitios de implantacion de ratones de la cepa C57BL/6: silvestres (Reck*/*), heterocigoto
(Reck*/") y knockout (Reck”") nacidos a partir de progenitores heterocigoto (Reck*-),
donde se evalué las diferencias en el proceso de invasién del trofoblasto y remodelacion

de las arterias espiraladas uterinas durante los periodos 10, 12 y 14 de gestacién.
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HIPOTESIS
La disminucion o ausencia de RECK incrementa la invasion del trofoblasto y
remodelacion de las arterias espiraladas uterinas en periodos tempranos del desarrollo

de la placenta murina.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el rol de RECK en el proceso de remodelaciéon de las arterias
espiraladas uterinas durante periodos tempranos de la placentacion en un modelo

murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Describir morfoléogicamente el proceso de invasion y remodelamiento de las
arterias espiraladas uterinas en placentas de embriones silvestres (Reck*/*),
heterocigoto (Reck™") y knockout (Reck”") para Reck en los estados embrionarios
10, 12, 14 dg.

- Determinar la distribucion de RECK en Utero y placentas de embriones silvestres

(Reck*/*) y heterocigoto (Reck*’") en los estados embrionarios 10, 12, 14 dg.
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METODOLOGIA
1. CONSIDERACIONES GENERALES DEL ESTUDIO

Estudio de tipo transversal y descriptivo disefiado para evaluar el rol de RECK
que fue considerada como variable independiente en los procesos de invasion y
remodelamiento de las arterias espiraladas establecidas como variable dependiente. El
disefio experimental propone el uso de 3 grupos experimentales: knockout (Reck”"),
silvestre (Reck*/*) y heterocigoto (Reck*/") evaluado en los dias 10 dg que corresponde
a formacion inicial de la placenta, dia 12 dg a invasidn del trofoblasto y remodelacion de
las arterias uterinas y dia 14 dg una placenta madura. A razon de que los embriones
knockout para Reck (Reck”-) mueren cercano al dia 10.5 dg, éstos solo fueron evaluado

en el periodo 10 de gestacion. (Ver Fig. 10) ]
Recoleccion de muestras

E10 E12.5 E14(p.c.)

F2
FO F1
Cruza progenitores Cruza progenitores A-RECK (+,4) \/ \/ \/
RECK (+,-) |:> nuevos RECK (+,-) |:> B.- RECK (+,-) \/ \/ \/
C.-RECK (--) \/ N/A N/A

n=6 por grupo; n=42 en total
Figura 10. Esquema de disefio experimental. Se recibio una pareja de ratones mutantes (F0). Se
cruzaran progenitores nuevos para obtener el n estimado F1. A partir de F1 se obtuvo los
embriones con sus placentas respectivas.

2. MODELO ANIMAL

Ratones machos de la cepa C57BL/6 heterocigotos para RECK (Reck*’") (FO)
fueron donados gentilmente por el Dr. Takahashi, Kanasawa University, Kanasawa,
Japon(62). Este modelo se obtuvo por insercion del vector PGK-neo-DTA por
electroporacion en células madres embrionarias de la cepa C57BL/6 y seleccionados por
resistencia a G418(62). Estos ratones machos (Reck*) se cruzaron con hembras wild
type (WT) en periodo de estro para obtener nuevos progenitores (F1). Estos progenitores
fueron genotipificados para realizar la cruza entre machos y hembras heterocigotas de

maximo 7 meses de edad (Reck*/")y asi recolectar las placentas objetivo.
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Las cruzas se confirmaron a partir del reconocimiento del tapon vaginal considerado
como dia 0, o a través de un frotis del cérvix revisado a las 8:00 am todos los dias (Ver
Fig 11).

| »
Figura 11. Representacion de identificacion del tapon vaginal. (A): Canal vaginal sin tapon. (B):
Canal vaginal con tapdn. (Fotografia tomada en Bioterio de Universidad de Valparaiso, Chile)

3. TAMANO DE LA MUESTRA

La estimacién del nimero de ratones (embriones) con sus respectivas placentas
necesaria para llevar a cabo este proyecto, fue calculada utilizando la aproximacion de
comparacion de promedios con la formula n=[2x(Za+ZB)2 xS2]/d2(72). Se considerd
como variable para el calculo, la diferencia en el drea de lumen de las arterias espiraladas
uterinas, en una condicion de falla en la invasion del trofoblasto en ratones. Kieckbusch
et al (2015)(40) mostraron que en ratones a los que se le eliminaron las células
trofoblasticas, el area del lumen de las arterias espiraladas se reduce drasticamente;
1577 + 526 ym? para el Control y 497.3 £151 pym2 para el grupo en estudio (promedio
+ DE)(40). De este modo, ingresando los valores en la formula: Za=1,645 (p<0,05) y
ZB=1,282 (poder de 0,9), S?= 276676 (varianza del grupo control) y d2= 1x106 (la
diferencia minima esperada); obtenemos que deberan ser colectadas 6 placentas por
cada grupo experimental (cigocidad/tiempo de prefiez); con un total de 42 placentas con

sus respectivos embriones en experimentacion.

4, RECOLECCION DE PLACENTAS
A partir de la cruza de F1 (entre ratones heterocigotos Reck*/"), se obtuvo las
placentas y embriones (F2) de los 3 grupos experimentales: knockout (Reck”"), silvestre

(Reck*/*) y heterocigoto (Reck*/"). Las hembras prefiadas fueron eutanasiadas por
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dislocacion cervical y las placentas fueron recolectadas mediante diseccion de todo el
cuerno uterino y mesotelio, y luego aisladas por cada sitio de implantacidon con su
respectivo embrion y codificadas segin numero correlativo de hembra (R1, R2, etc.),
ubicacién derecha o izquierda en el cuerno uterino (D 6 I) y nUmero correlativo contando
desde el cérvix hasta el ovario (D1, D2, 11, 12, etc). (Ver Fig. 12).

(A) (B)

Figura 12. Diseccion de todo el cuerno uterino. (A): Esquema que representa la diseccion de los
cuernos uterinos y cérvix con 3 sitios de implantacion (Modificado de: Kieckbusch, et al. 2015).
(B):Macroscopia de cuernos uterinos de hembra WT al dia 9 dg (Fotografia tomada en Bioterio de
Universidad de Valparaiso, Chile).

Cervix

Criterios de exclusion:

Se excluyeron las hembras (RECK */-) que tuvieran mas de 1 afio de vida, ya que existe
mayor riesgo de muerte fetal, alteracidon de la concentracidén de progesterona que genera
alteracion en la funcion endometrial y aumenta la probabilidad de patologias asociadas
al embarazo por envejecimiento.

Sitios de implantacién destruidos durante el procedimiento de separacion del embridn.

5. GENOTIPIFACION DE LOS PROGENITORES Y EMBRIONES

La identificacion de cada animal (F1) fue mediante crotal metalico con cddigo
numeérico ubicado en la oreja. La cigocidad se determiné a partir de muestras a partir de
corte del extremo de la cola, se extrajo ADN mediante digestiéon enzimatica y fueron
analizados con la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) convencional a
través de los siguientes primer indicados en Tabla 1 (Para mas detalle de protocolo de
extracciéon de ADN y protocolo PCR ver Anexo 1y 2).
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Tabla 1. Primers utilizados para genotipificacion de ratones RECK*/*, RECK*/-y RECK™~,

Forward mutante: 5-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3’ Producto PCR:
Reverse mutante: 5'-AGGTGAGATGACAGGAGATC-3". 270bp
Forward wild type: 5'-TTGGCTTTGAGGGGAGGCCAGGTAACACGC-3’ Producto PCR:
Reverse wild type: 5-CCCTGGACCCTGGCTCTTTGTTATGGGCCA-3’ 350bp
Forward wild type: 5'CGGGAAGCACGAGTTCGTGT-3’ Producto PCR:
Reverse wild type: 5’AGTGCCTCAGCGCTCCAAGA3’ 636bp

Posteriormente fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa 1,5%. De
igual forma, se extrajo el ADN de los embriones obtenidos en F2 para determinar su
cigocidad. La genotipificacion fue realizada en ciego, para esto, se codificaron las
placentas en sistema numérico cuya genotipificacion fue revelada al momento de realizar

el andlisis estadistico.

6. PROCESAMIENTO DE PLACENTAS:

Las placentas y tejidos uterinos se fijaron en paraformaldehido al 4%, se
deshidrataron en serie de alcoholes ascendentes, se aclararon en pasos por xilol y se
impregnaron en parafina liquida (Para mas detalles ver Anexo 3). La inclusiéon con
parafina se realizé en moldes metalicos agregando parafina, la muestra y sobre éste un
cassette de plastico para formar los tacos de parafina. Luego se realizaron cortes
seriados en un microtomo hasta llegar al plano medio sagital (unidn corioalantoica que
refiere a decidua, zona de unidn y laberinto) como referencia. Los cortes fueron de un
grosor de 4 um, y se depositaron en un recipiente con agua fria mas 10ml de alcohol de
959 y luego se dejaron en un bafio de estirado a 40°C, fueron montadas en portaobjetos
con carga y se dejaron secar en estufa a 60°C por una hora. Luego fueron almacenados

a 4°C para posteriormente ser procesados con la técnica correspondiente.

6.1 HEMATOXILINA-EOSINA
Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una serie de xiloles y
alcoholes de grados descendente respectivamente hasta el agua corriente. Se dejaron
en hematoxilina de Harris por 5 minuto y luego en agua corriente por 10 minutos. Se

dejaron por 5 minutos en alcohol de 95° y por 4 segundos en eosina para proceder a
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deshidratar con alcoholes de grados ascendentes, pasos por xilol y montaje con medio

hidrofobo (Para mas detalle ver anexo 4).

7. TECNICAS HISTOQUIMICAS
7.1. PAS
La técnica de PAS (Periodic Acid-Schiff) se utilizd para tenir el material fibrinoide
depositado en el proceso de remodelacion de las arterias uterinas por el trofoblasto. Para
esta técnica los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una serie de xiloles y
alcoholes de grados descendente respectivamente hasta el agua destilada. Se dejo en
acido peryddico al 0,5% a temperatura ambiente y se lavd en agua destilada para
detener la reaccion. Los cortes se sumergieron en Reactivo de Schiff, se lavaron en agua
destilada, se realizé contraste nuclear con Hematoxilina de Harris y se lavaron en agua
corriente para el viraje. Finalmente se deshidrataron con alcoholes de grados
ascendentes, se aclararon en pasos por xilol y se montaron con medio hidréfobo (Para

mas detalle ver anexo 5).

8. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA:
Se realizd la técnica de inmunohistoquimica, para identificar la presencia de
marcadores celulares y proteinas en el tejido completo correspondiente a los sitios de
implantacién. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una serie de xilol y

alcoholes de grados descendente y lavados en agua destilada (5 minutos cada uno).

Para los anticuerpos y procedimientos que lo requirieron, se realizd recuperacion
antigénica sumergiendo las muestras en solucion buffer citrato a pH 6.0 (previamente
calentado por 25 minutos) durante 20 minutos a 95°C en una vaporera (Oster).
Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente manteniendo las placas en
buffer durante 15 minutos para luego lavar en agua destilada por 10 minutos. Se

efectuaron 3 lavados en PBS (tampdn fosfato salino) a pH 7,2 por 5 minutos cada uno.

Se realizdé bloqueo de peroxidasa endoégena sumergiendo las placas en peroxido de

hidrégeno (Merck) al 3% en PBS a temperatura ambiente durante 30 min utilizando un
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agitador orbital (Labnet). Se procedidé a lavar 3 veces en PBS a pH 7,2 por 5 minutos
cada uno. Para evitar marca de sitios inespecificos en una camara humeda, los cortes
fueron marcados con un lapiz hidrofobo y se les aplico una solucion de Cas-Block
(Invitrogen) durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se incubaron en suero
normal de cabra (Gibco®) al 5% diluido en PBS/Tween 20 durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

La incubacion del anticuerpo primario (ver tabla 2) fue aplicado en una dilucion
en PBS/Tween 20 estandarizada previamente y se incubaron durante toda la noche a
40C, Al dia siguiente las placas fueron lavadas con 3 cambios en PBS e incubados con el
anticuerpo secundario respectivo conjugado con Péroxidasa de rabano picante (HRP,
Jackson ImmunoResearch) en una dilucién en PBS a pH 7,2 estandarizada previamente,
durante una hora a temperatura ambiente.

Se continué con lavados en PBS por 5 minutos cada uno. Seguidamente se realizd
el revelado cromogénico con NovaRed - Kit (Vector® Prolab LTDA.) en un tiempo
estandarizado a cada anticuerpo y se realizé un lavado con agua destilada. Se realizd
contraste nuclear con Hematoxilina de Harris por 30 segundos, se lavd en agua corriente
por 8 minutos para el viraje. Finalmente se deshidrataron los cortes en alcoholes de
grados ascendentes, se aclard en xiloles y se cubrieron con medio de montaje hidréfobo
(Entellan, Merck). Para mayor detalle de cada protocolo, ver Anexo 6 y 7.

Tabla 2. Listado y detalle de anticuerpos.

Anticuerpo Cédigo y Isotipo y Recuperacion o ) )
) L Dilucion Anticuerpo Secundario
Primario empresa Origen Antigénica
Policlonal IgG de cabra, anti-
Ab5694 ) )
a-SMA de Buffer Citrato 1:500 conejo. Conjugado en
Abcam
conejo HRP (1:500 en PBS)
D8C7 .
Cell Policlonal IgG de cabra, anti-
e
Reck de Buffer citrato 1:600 conejo. Conjugado en
Signaling
conejo HRP (1:500 en PBS)
Technology
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9. TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
La técnica de inmunofluorescencia se realizd6 para identificar tipos celulares y
proteinas lo que permitid realizar marcaje simultaneo de varios anticuerpos en los sitios
de implantacion. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una serie de xilol y

alcoholes de grados descendente y lavados en agua destilada (5 minutos cada uno).

Para los anticuerpos que lo requirieron, se realiz6 recuperacion antigénica en solucion
buffer citrato a pH 6.0 (que fue previamente calentado por 25 minutos) durante 20
minutos a 95°C en una vaporera (Oster). Se dejaron enfriar a temperatura ambiente
manteniendo las placas en buffer durante 15 minutos y se lavé en agua destilada por 10

minutos. Se efectuaron 3 lavados en PBS a pH 7,2 por 5 minutos cada uno.

Se procedié a lavar 3 veces en PBS a pH 7,2 por 5 minutos cada uno. Para evitar
marca de sitios inespecificos en una cdmara hiumeda, los cortes fueron marcados con un
lapiz hidréofobo y se les aplicd suero normal de cabra (Gibco®) al 5% diluido en
PBS/Tween 20 durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se dejé en

blogqueo con BSA al 5% en Blotto inmuno 1X, pH 7,7 (preparado segun Anexo 8).

La incubacion del anticuerpo primario (ver tabla 3) fue aplicado en una dilucion
en BSA 5% blotto inmuno estandarizada y se dejo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente
las placas fueron lavadas con 3 cambios en PBS a pH 7,2 por 5 minutos cada uno e
incubados con el anticuerpo secundario respectivo conjugado con fluoréforos en una
dilucién estandarizada en PBS a pH 7,2, durante una hora a temperatura ambiente.

Tabla 3. Listado y detalle de anticuerpos.

Anticuerpo Cédigo y Isotipo y Recuperacion DilLCiS Anticuerpo
ilucion
Primario empresa Origen Antigénica Secundario
Anticuerpo Alexa FLuor™ 488

760-2595 )

Pan-keratin monoclonal Buffer citrato RTU goat-anti mouse IgG
Ventana B

de ratén (H+L) 1:500
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Anticuerpo Alexa FLuor™ 568
von Willebrand A0082

policlonal de Buffer citrato 1:250 goat-anti rabbit IgG
factor Dako

conejo (H+L) 1:500

Se continué con 3 cambios en PBS a pH 7,2 por 5 minutos cada uno.
Seguidamente se dejaron en Sudan Black por 1 minuto y se realizé un lavado con agua
destilada durante 5 min para eliminar el exceso del colorante. Finalmente se montd en
medio hidrofilo Fluoromount G con Dapi que incorpora la marca nuclear. Para mayor

detalle de cada protocolo, ver Anexo 9 y 10.

Controles de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia: en el mismo
portaobjetos, el primer corte como control positivo se incubd con anticuerpo primario
correspondiente y al segundo corte como control negativo se le aplicd solucion de PBS

reemplazando el anticuerpo primario como control negativo externo.

10. CAPTURA Y ANALISIS DE IMAGENES
10.1. Captura de imagenes
Para la técnica de Hematoxilina y Eosina, como también para la técnica de
inmunohistoquimica con anticuerpo Reck se realizo digitalizacion de todas las laminas
en aumento 40X con el equipo Aperio Versa (Leica) obteniendo una panoramica de todo

el tejido con la posibilidad de aumento hasta 400x.

Ademas, para la técnica de inmunohistoquimica con el anticuerpo a-SMA como
también para la técnica histoquimica de PAS se utilizd un microscopio 6ptico (Olympus
CX43) con camara (Euromex) donde se realizaron capturas a través del software
ImageFocusAlpha en aumento 400X de todas las secciones encontradas de las arterias
uterinas espiraladas ubicadas en la decidua, tridngulo mesometrial y miometrio. Por otro
lado, para la técnica de inmunofluorescencia con doble marcaje de Pan-Citoqueratina y
VWTf (Von Willebrand factor) se utilizd un microscopio de fluorescencia (Microscopio Zeiss
Axiovert) con camara (AxioCam) a través del software AxioVision 4.8.2 para obtener
capturas en aumento 400X de todas las secciones encontradas de las arterias uterinas

espiraladas ubicadas en la decidua, tridngulo mesometrial y miometrio.
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Finalmente, para la técnica de inmunofluorescencia con el anticuerpo Pan-
Citoqueratina, se utilizd un microscopio de fluorescencia (Microscopio Zeiss Axiovert)
con camara (Axiocam) a través del software AxioVision 4.8.2 obteniendo multiples
capturas en aumento de 200X de todo el tejido para posteriormente realizar una

reconstruccion manual panoramica del tejido completo.

9.2 Analisis de imagenes
En general para el andlisis y procesamiento de las imagenes se utilizaron 2

software: Image J y ImageScopex64.

El software ImageScopex64 se utilizd para realizar el analisis y procesamiento de
las microfotografias derivadas de la digitalizacion de laminas (Hematoxilina y Eosina,
inmunohistoquimica con anticuerpo RECK). En ambas técnicas se utilizé para la
descripcion de las estructuras formadas en los dias 10, 12, y 14 de gestacién respectivas

a cada genotipo.

El software Image J, fue utilizado para el resto de las técnicas utilizadas. Para
analizar el engrosamiento de la pared de los vasos sanguineos se utilizaron las
microfotografias con la técnica de a-SMA, se calculé el darea completa como el area del
lumen para calcular el porcentaje que ocupaba la pared del vaso (equivalente al area
desde la capa de musculo liso a endotelio). En el caso de a-SMA como también de la
técnica de PAS, se separaron los canales colorimétricos segun la técnica respectiva con
el item “Color deconvolution”, se delimitd cada arteria y se obtuvo el porcentaje de area
de marca delimitando el "Threshold”. Para la técnica de inmunofluorescencia con Pan-
Cks luego de realizar la reconstruccion de las placentas completas se separaron los 2
canales (Pan-Cks: verde y Dapi:azul) y se delimito el area de cada seccion de la placenta
(miometrio, tridngulo mesometrial, decidua y laberinto) para evaluar el porcentaje de
marca a través del “Threshold”. Finalmente, para el doble marcaje con Pan-Cks y vVWF

se realizd el conteo del nimero de células en las arterias de color verde (Pan-Cks) y
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color rojo (vWf) para obtener el porcentaje de cada tipo celular por arteria segun la zona

ubicada (miometrio, tridangulo mesometrial o decidua).

11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron tabulados en una planilla excel separados por periodo
de gestacion (dia 10, 12 y 14 dg) y ubicacién en la placenta (miometrio, tridngulo
mesometrial y decidua). Para los casos donde se analizaron las arterias uterinas
espiraladas, los datos obtenidos de todas las arterias por cada placenta fueron
promediados, considerados como n=1 e ingresados al software. Se evalud la distribucion
normal, y para los casos que cumplieron esta condicion se les aplicd una prueba
paramétrica con un post test; en caso contrario, un test no paramétrico con post test.
Se debe destacar que para el dia 14 dg solo se obtuvieron 3 placentas en total, por lo
que solo se describieron y se presentaron los datos sin comparacion estadistica. Se
establecidé un intervalo de confianza del 95% y un error o del 5% para todos los casos.

Todos los andlisis se realizaron con el software GraphPad Prism®©.5.0.

12. CONSIDERACIONES ETICAS:

El presente proyecto, se enmarca en un proyecto titulado “Role of Reck in
preeclampsia development: as a key regulator of cytotrophoblast invasiveness and spiral
arteries remodeling” financiado por FONDECYT REGULAR 2018 (1180935) que fue
aprobado por el comité institucional de bioética para la investigacion con Animales de la
Universidad de Valparaiso cuyo niumero de acta de aprobacion es BS009/2018 y que fue
renovado los anos posteriores. (Para mas detalle del acta de aprobacién, ver Anexo 11
Y 12).
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RESULTADOS
1. GENOTIPIFICACION DE PROGENITORES Y EMBRIONES

Se cruzaron los 3 machos (RECK*/")(F0), con hembras WT para obtener nuevas
camadas (F1). Estos 3 machos fueron genotipificados para corroborar la mutacion del
gen RECK en uno de sus alelos (Ver Fig 13). Para la primera genotipificacion se utilizé la
pareja de primer WT cuyo producto PCR fue de 636 pb y en el caso de la pareja de
primer mutante el producto PCR fue 270 pb. De esto, se corrobord que los 3 machos
mutantes presentaban la banda cuyo producto era de 270pb. El control de ratén WT solo

presento la banda de 636pb.

Ratén Mut 1 Ratén Mut 2 Ratén Mut 3 Raton WT NTC
Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer
283 WT KO 23 WT KO 23WT KO 23WT KO 23WT KO
636bp

600bp — — — -

270bp
300b
P o — - —

Figura 13. Genotipificacion de FO. Gel de agarosa 1,5% en TAE 0,5X de ADN amplificado por la
técnica de PCR de 3 ratones machos mutantes (Ratén Mut 1, Ratén Mut 2 y Ratéon Mut 3), 1
macho WT (Ratén WT) y control negativo de la técnica (NTC: no template control). Ladder: 100bp.

Las nuevas camadas se distribuyeron en parejas reproductoras para mantener la
colonia y otra parte de la camada como progenitores (F1). A partir de estos se obtuvieron

las genotipificaciones de ADN extraido de corte del extremo de la cola de raton.

En paralelo se extrajo ADN de los embriones que referian a sus respectivas placentas

correspondiente a los dias 10, 12 y 14 dg obteniendo las diferentes genotipificaciones
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(ver Tabla 4). Ademas por cada cruza se obtuvieron reabsorciones que solo fueron
cuantificadas, pero no fueron genotipificada ni analizadas para este proyecto de tesis
(Ver tabla 5).

Tabla 4. NiUmero de placentas segun cigocidad y periodo de gestacion obtenidas.

Periodo de gestacion Namero de placentas Cigocidad
11 RECK*/*
10 dg 11 RECK*/-
5 RECK-
7 RECK*/*
12 dg
7 RECK*/-
2 RECK*/*
14 dg
1 RECK*/-

Tabla 5. NUumero de reabsorciones segun periodo de gestacion obtenidos.

Periodo de gestacion NUmero de reabsorciones
12 dg 4
14 dg
2. RECOLECCION, MACROSCOPIA DE CUERNOS UTERINOS

A partir de la cruza de parejas hemicigotas para RECK (RECK*/"), se recolectaron los

cuernos uterinos de dias 10, 12 y 14 dg.

2.1 Cuernos uterinos obtenidos en dia 10 dg
Para el dia 10 dg se logré obtener 27 sitios de implantaciéon (Ver Fig 14), cuyo
didametro maximo fue 4mm aproximadamente. Por cada hembra, se obtuvo, 3,4, 8 y 10

sitios de implantacion respectivamente.

ISl o & % y ; ;;?‘v' "‘Q :—\\
Figura 14. Obtencion de cuernos uterinos de hembra
heterocigota para RECK. Ejemplo de la recoleccion de
cuernos uterinos obtenidos en dia 10 dg. (Fotografia

tomada en Bioterio de Universidad de Valparaiso, Chile).



2.2 Cuernos uterinos obtenidos en dia 12 dg
Para el dia 12 dg se logré obtener 14 sitios de implantaciéon (Ver Fig 15), cuyo
didmetro maximo fue de 8mm aproximadamente. Por cada hembra se obtuvo, 6 y 7

sitios de implantacion respectivamente.

Figura 15. Obtencién de cuernos uterinos de hembra
heterocigota para RECK. Ejemplo de la recoleccion de
cuernos uterinos obtenidos en dia 12 dg. (Fotografia
tomada en Bioterio de Universidad de Valparaiso, Chile).

2.3 Cuernos uterinos obtenidos en dia 14 dg
Para el dia 14 dg se logré obtener 3 sitios de implantacion (Ver Fig 16), cuyo diametro
maximo fue de 1cm aproximadamente y color rojizo. Por cada hembra se obtuvo 1 y 3

sitios de implantacion respectivamente.

Figura 16. Obtencién de cuernos uterinos de hembra
heterocigota para RECK. Ejemplo de la recoleccion de
cuernos uterinos obtenidos en dia 14 dg. (Fotografia
tomada en Bioterio de Universidad de Valparaiso, Chile).

3. DESCRIPCION GENERAL E IDENTIFICACION DE LAS ZONAS EN LOS
SITIOS DE IMPLANTACION DURANTE EL DiA 10, 12 Y 14 DG.

A medida que se va desarrollando la placenta murina se observan distintas

estructuras segun el periodo de gestacidon. Se observé que para los 3 genotipos

(RECK*/*, RECK*/- y RECK”") en el dia 10 dg los sitios de implantacién desde materno a
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fetal estaban formados por miometrio (M) donde se encontraban los vasos sanguineos
uterinos y fibras musculares, a continuacién se encontraba el tridngulo mesometrial
(TM), decidua (D). En estas dos ultimas secciones se encontraban los vasos sanguineos
uterinos, acompafiado principalmente de células deciduales y células NK. Hacia el
extremo antimesometrial en contacto con la decidua se observaron células gigantes (CG)

trofoblasticas agrupadas (ver Fig 17, 18, 19 y 20).

En el dia 12 dg para los 2 genotipos (RECK*/* y RECK*/") se encontraron las mismas
estructuras ya mencionadas, pero las CG trofoblasticas se distribuian en hilera a lo largo
de la decidua. Ademas, hacia el lado antimesometrial se encontraba formado el laberinto
(L) compuesto en general por células de sincitiotrofoblasto y vasos fetales (ver Fig 18,
19, 20, 21 y 22). Finalmente en el periodo 14 para los 2 genotipos (RECK*/* y RECK*/-
), se encontraron las mismas estructuras ya descritas en el periodo anterior (ver Fig 17,
18, 19, 20y 21).
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RECK*/*

10 dg

12 dg

14 dg

——

Figura 17. Morfologia de sitios de implantacion de dias 10, 12 y 14 dg. Morfologia de las placentas de los distintos
genotipos (RECK**, RECK*/- y RECK”-) donde se encuentra el miometrio (1) hacia el lado materno, seguido por el
triangulo mesometrial (2), decidua (3) que en el extremo opuesto al miometrio toma contacto con las células gigantes
trofoblasticas (4). A partir del estadio 12 se observa el laberinto (5) en contacto con las células gigantes trofoblasticas.
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Figura 18. Microfotografias de zona de miometrio de dias 10, 12 y 14 dg. En general se encuentran arterias uterinas
(1), venas y fibras musculares esqueléticas (2).



RECK*/* RECK*/- RECK™-

Figura 19. Microfotografias de zona de la Decidua de dias 10, 12 y 14 dg. En general se encuentran arterias uterinas
espiraladas (1) y células deciduales.
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Figura 20. Microfotografias de zona de Células Gigantes trofoblasticas de doas 10, 12 y 14 dg. Las células gigantes (1)
cambian de distribucion pasando de agrupadas en dia 10 dg a estar en hilera a lo largo de la decidua en estadio 12 dg
y 14 dg.
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Figura 21. Microfotografias de zona del Laberinto de dia 12 y 14 dg. En estos periodos de gestacion, se observa la
presencia del laberinto compuesto principalmente por células del sincitiotrofoblasto y vasos fetales que se distinguen
por la presencia de globulos rojos nucleados.
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4, DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL PROCESO DE INVASION Y
REMODELAMIENTO DE LAS ARTERIAS ESPIRALADAS EN PLACENTAS DE
EMBRIONES SILVESTRES (RECK*/*), HETEROCIGOTO (RECK*/") Y
KNOCKOUT (RECK~-) PARA RECK EN LOS ESTADOS EMBRIONARIOS 10, 12,
14 dg

Se ha descrito que durante el desarrollo placentario ocurre la invasién del trofoblasto,
el cual estd asociado con el remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas en la
decidua, fendmeno que morfoldgicamente se puede observar con distintos patrones que

aqui se evaluaron para identificar la relacion con los 3 grupos (cigocidades) para RECK.

Los resultados que mas destacan en este analisis ocurrieron en el dia 12 dg y en el
grupo RECK*/- que presentd cambios vinculados con la invasion del trofoblasto antes que
el control RECK*/* y en zonas mas distantes al laberinto, por ejemplo, se encontraron
células trofoblasticas en triangulo mesometrial mientras que el control en general
presento células en decidua. Esto se repitié cuando se analizaron los cambios asociados
a remodelacion de arterias uterinas espiraladas, ya que la disminucion de la capa de
musculo liso y el aumento del material fibrinoide fue notorio en el grupo RECK*/- a nivel
de triangulo mesometrial. Finalmente la presencia y disposicion de las células
trofoblasticas en los vasos sanguineos de la decidua también presentdé cambios de
manera previa en el grupo RECK*/~ (Ver fig 22). Cada uno de los patrones evaluados se

presentan en detalle en esta seccion.
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Figura 22. Resumen de los cambios significativos de placentas RECK*/- al comparar con RECK*/* en dia 12
dg. (A-B): identificacion de las zonas formadas en dia 12 dg como miometrio (1), triangulo mesometrial (2),
decidua (3), CGT (4) y laberinto (5) (Hematoxilina-Eosina) (C-D) identificacion de células trofoblasticas en
zonas mas distales del laberinto (punta de flecha amarilla). (E-F) Presencia de depdsito de fibrinoide a nivel
intraluminal y perivascular de arterias uterinas espiraladas ubicadas en triangulo mesometrial (punta de
flecha negra). (G-H) identificacion de células musculares a nivel de las arterias uterinas espiraladas ubicadas
en tridangulo mesometrial (punta de flecha negra). (I-J) presencia de células trofoblasticas en arterias
uterinas espiraladas en decidua (punta de flecha amarilla). Barra escala de C-D: 1mm. Barra escala de E a
J: 50 um
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4.1 Evaluacion de invasion de células trofoblasticas en tejido materno

Para caracterizar el proceso de invasion del trofoblasto en los diferentes eventos, se
analizé el porcentaje del area de marca fluorescente verde que ocupaba en el area
materna (decidua, triangulo mesometrial y miometrio) y aparte el porcentaje de marca
fluorescente verde que ocupaba en area fetal (laberinto y zona de unién) de la marca
referente a células trofoblasticas con el anticuerpo Pan-Cks observada con patrén

citoplasmatico.

En el dia 12 dg el porcentaje de drea de marca que se evalué en el area referida al
miometrio, tridngulo mesometrial y decidua alcanzd un maximo de 4,5%
correspondiente al grupo RECK*- y un minimo de 0,24% correspondiente al grupo
RECK*/*. En el area de las mismas estructuras en el dia 14 dg alcanzé un maximo de
3,06% del area de marca correspondiente al grupo RECK*/* y un minimo de 0,61% de
area de marca correspondiente al grupo RECK*/-. Se realizd un analisis estadistico no
paramétrico del dia 12 dg encontrando un aumento estadisticamente significativo en el
grupo RECK*/- (Mediana: 1,53 y rango: 3,97) al comparar con el control RECK*/*
(Mediana: 0,46 y rango: 0,5). En el dia 14 dg no se aplicd pruebas estadisticas por tener

solo 3 placentas en total. (Ver Fig. 23 y 24).

En relacion al area de marca evaluada en laberinto y zona de unién (Z0O), en dia 12
dg se alcanzdé un maximo de 75,35% correspondiente a RECK*/~ y un minimo de 23,5%
de RECK*/*, En dia 14 dg un maximo de 84,51% de RECK*/*y un minimo de 35,1% de
RECK*/~. Se aplico un test estadistico paramétrico sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas.
En el ambito descriptivo, se observo ademas que en dia 12 dg en el grupo RECK*/-

la marca verde fluorescente alcanzaba el tridngulo mesometrial, a diferencia del grupo

RECK*/* que en su mayoria alcanzaba la decidua.
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Figura 23. Invasion del trofoblasto en placentas de dia 12 dg. (A-B): representacion de la
reconstruccion de imagenes marcando células torfoblasticas en verde fluorescente (punta de flecha
amarilla). (C-D) Graficos que representan el porcentaje del drea de marca verde fluorescente de
células trofoblasticas segun la zona en la placenta. (Grafico C: Prueba no paramétrica Mann-Whitney
de 2 vias, valores expresan Medianas y rangos, RECK*/* n=5, RECK*/- n=6, **p<0,01 ) (Gréfico D:
Prueba paramétrica t-test, valores se expresan Media+Error estandar RECK*/* n=5, RECK*/- n=6, ns:
not significant. Barra escala: 1mm.
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Figura 24. Invasion del trofoblasto en placentas de dia 14 dg. (A-B): representacion de la
reconstruccion de imagenes marcando células trofoblasticas en verde fluorescente. (C-F) Graficos
que representan el area de marca verde fluorescente que identifica las células trofoblasticas seguin
la zona en la placenta. Barra escala: 1mm.
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4.2 Evaluacion y descripcion de la pared de arterias espiraladas en placentas
dias 10, 12, 14 dg

Para describir cambios en el engrosamiento de la pared de las arterias uterinas

espiraladas se marco el tejido con a-SMA para asi delimitar el area completa del vaso y

luego medir el area del lumen. De esta manera obtener el porcentaje de area que ocupa

toda la pared de las arterias desde la capa de musculo liso hasta el endotelio (Ver Fig

25), se aplicé estadistica descriptiva para evaluar el estado de los vasos.

A modo general (considerando las 3 cigocidades) durante el dia 10 dg se observod
que la pared de las arterias ocupaba un maximo de 97,38% del vaso y un minimo de
52,31% en el miometrio. A nivel del tridngulo mesometrial (TM) el valor maximo
obtenido fue de 95,18% y un minimo de 54,32%. En decidua (D) el valor maximo fue
de 79,33% y un minimo 47,1%.

En el dia 12 dg considerando las 3 cigocidades, en la zona del miometrio se encontré
un maximo de 89,88% y un minimo de 48,17%. En tridngulo mesometrial arrojo un
valor maximo de 65,28% y un minimo de 17,4%. En decidua (D) el valor maximo fue
de 49,26% y un minimo de 28,64%. Finalmente en el dia 14 dg considerando las 3
cigocidades, en la zona de miometrio se alcanzé un maximo de 72,63% y un minimo
65%. En tridangulo mesometrial (TM) 44,41% y un minimo de 27,57%. Y en decidua (D)

un maximo de 35,49% y un minimo de 17,09%.

En general se observa que a nivel de miometrio estan los vasos mas gruesos, patron
gue se mantiene a lo largo de los 3 periodos de gestacidn. Por el contrario, en TM y en
D existe una disminucidn del porcentaje del area relacionado a vasos menos gruesos a
medida que aumenta el periodo de gestacion encontrando valores mas altos relacionado

a vasos mas gruesos en TM (ver Fig. 26).
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Figura 25. Grosor de la pared de las arterias uterinas espiraladas ubicadas en miometrio, triangulo
mesometrial (TM) y decidua (D). (A-I) Microfotografias referenciales de arterias analizadas
delimitando area total (linea discontinua negra) y area de lumen (linea continua azul). Barra escala:
50um.
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Figura 26. Porcentaje que ocupa la pared de las arterias uterinas segun ubicacion y periodo de
gestacion. (A, D, G) Los promedios mas altos se encuentran a nivel de miometrio independiente del
periodo de gestacion. (B, C) En el dia 10 dg existe menor diferencias del engrosamiento entre
miometrio, TM y D. (E, H) En los dias 12 y 14 dg existe mayor diferencia del engrosamiento de los
vasos entre miometrio y TM. (F, I) A nivel de decidua (D) se encuentran los valores mas bajos a partir
de los dias 12 y 14 dg.



4.3 Evaluacion del depdsito de fibrinoide en placentas dias 10, 12, 14 dg
tenidas con PAS
El depdsito de fibrinoide fue evaluado a través de la tincidon de PAS, el cual se
observo de color magenta principalmente a nivel perivascular y en el lumen de los vasos
sanguineos. En general la marca se encontrd en los 3 periodos de gestacion y en las
placentas provenientes a las 3 cigocidades (RECK*/*, RECK*/-, RECK/").

Se considero el porcentaje de area de la marca que se encontraba en las arterias
uterinas. En el triangulo mesometrial (TM) en el periodo 10 dg se alcanzé un maximo de
25,3% de la marca y un minimo de 1,7%. Por otro lado, en dia 12 dg se alcanz6 un
maximo de 39,6% y un minimo de 11,93% y en 14 dg un maximo de 52,4% y un minimo
de 40,11%. A su vez, en la decidua (D) en el periodo 10 dg se alcanzé un maximo de
27% de la marca y un minimo de 7,69%, en dia 12 dg se alcanzé un maximo de 39,38%
y un minimo de 18,97% y en dia 14 dg un maximo de 40,44% y un minimo de 17,33%
cuyos porcentajes corresponden al promedio de la marca de las secciones de arterias
provenientes a una placenta. En general en tridangulo mesometrial y decidua como se ha
descrito anteriormente se encontrd un aumento del porcentaje de marca en las arterias

uterinas a medida que era mayor el periodo de gestacion.

En el periodo 10 dg el depésito de fibrinoide se ubicé en mayor proporcién en el
lumen de las arterias espiraladas uterinas. Al evaluar el porcentaje del area que ocupaba
la marca en estos vasos sanguineos y comparar, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los 3 grupos (RECK*/*, RECK*/-, RECK”") (Ver Fig.
27).

En los periodos 12 y 14 dg el depdsito de fibrinoide se observé tanto a nivel del lumen
de las arterias como también a nivel perivascular (ver Fig. 28 y 29). De las pruebas
estadisticas se encontrd que en dia 12 dg al aplicar un test paramétrico, el depdsito de
fibrinoide ocupaba mayor area en RECK*/- (MediatError estandar: 28,67+3,94) al
comparar con el control RECK*/* (Media+Error estandar: 19,03+2,37). No se aplico

analisis estadistico en dia 14 dg por tener 3 placentas en total.
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Figura 27. Depésito de fibrinoide en placentas dia 10 dg en triangulo mesometrial (TM) y decidua (D):
(A-F): depdsito de fibrinoide en color magenta ubicado principalmente en el lumen de las arterias (punta
de flecha). (G, H) Gréfico del porcentaje de area de marca magenta en las arterias ubicadas en decidua,
sin diferencias estadisticamente significativas al comparar entre las cigocidades. G y H: Prueba
paramétrica t-test de dos vias, valores se expresan Media+Error estandar RECK*/* n=10, RECK*- n=10
y RECK”- n=5, ns: not significant. Barra escala: 50um.
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Figura 28. Depdsito de fibrinoide en placentas dia 12 dg en triangulo mesometrial (TM) y decidua
(D): (A-D): depdsito de fibrinoide en color magenta ubicado en el lumen de las arterias y a nivel
perivascular (punta de flecha). (E) Gréafico del porcentaje del drea de marca magenta en las arterias
ubicadas en TM con un aumento significativo en grupo RECK*/~. (F) Gréfico del porcentaje del drea
de marcaje magenta en decidua sin diferencias significativas. G y H: Prueba paramétrica t-test de
dos vias, valores se expresan Media+Error estdandar RECK** n=8, RECK*- n=6, *p<0,05, ns: not
significant. Barra escala: 50um.
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Figura 29. Depdsito de fibrinoide en placentas dia 14 dg en triangulo mesometrial (TM) y decidua
(D). (A-D): Depdsito de fibrinoide en color magenta ubicado en el lumen de las arterias y a nivel
perivascular (punta de flecha). (E-F) Gréfico del porcentaje de drea del marcaje color magenta en
arterias uterinas. Barra escala: 50um
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4.4 Evaluacion del reemplazo de la capa muscular de las arterias espiraladas

uterinas en placentas dias 10, 12 y 14 dg.

Se ha descrito que la disminucion de la capa de musculo liso que forma parte de las
arterias que estan ubicadas en la decidua esta vinculado con el fenédmeno de
remodelacién de los vasos durante el desarrollo placentario. Para evaluar este cambio
se marco el tejido con a-SMA y se evalud el porcentaje de marca de color rojizo por
seccion de cada arteria segun la ubicacién y periodo de gestacion. (Ver control negativo

en Anexo 13)

En general, se observé una disminucion del porcentaje del area marcado en periodos
de gestacién mas avanzados. Asi como también segun la zona, obteniendo los valores

mas altos de la marca en miometrio y los menores en Decidua (D).

En dias 10 dg a nivel de miometrio se obtuvo como porcentaje maximo de area un
65% y un minimo 35,06% de marca en las arterias uterinas. A nivel del tridngulo
mesometrial (TM) el porcentaje maximo encontrado fue de 66,8% y un minimo de
12,01% de marca, a este nivel se encontré una disminucién estadisticamente
significativa del porcentaje de marca en el grupo RECK*/- (Mediana 23,92 y rango 19,37)
al comparar con RECK*/* (Mediana 39,94 y rango 34,42). En decidua (D) el porcentaje
maximo de area fue de 33,31% y como minimo 6,61% sin diferencias estadisticamente

significativas (ver Fig 30).

Al evaluar dia 12 dg a nivel de miometrio se obtuvo como porcentaje maximo 83,28%
y minimo 42,56%. En TM, el porcentaje maximo alcanzé 24,78% y minimo 5,47%. Se
encontré una disminucion estadisticamente significativa en RECK*/- (Media+Error
estandar: 11,36+ 1,946) al comparar con RECK*/* (Media+Error estandar: 19,18+1,525).
En D el porcentaje maximo fue de 11,15% y minimo 0,83%. (ver Fig. 31). Finalmente,
en dia 14 dg a nivel de miometrio se obtuvo un porcentaje maximo de 73,13% y un
minimo 59,91%, en TM alcanzé un maximo de 13% y un minimo de 5,79% y en D un
maximo de 5,39% y un minimo de 1,22%. No se aplicé prueba estadistica por alcanzar

solo 3 placentas en total (Ver Fig. 32).
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Figura 30. Capa muscular en arterias de placenta dia 10 dg. (A, D, G): identificacion de la capa muscular
en arterias ubicadas en miometrio (punta de flecha). (B, E, H) identificacién de la capa muscular en
arterias ubicadas en triangulo mesometrial (TM) (punta de flecha). (C, F, I) identificacion de la capa
muscular en arterias ubicadas en decidua (D) (punta de flecha). (J-L) Grafico del porcentaje del area de
marca rojiza en las arterias ubicadas en miometrio, TM y D. J,L: Prueba paramétrica Anova de una via,
valores se expresan en Media+Error estandar RECK*/* n=6, RECK*- n=7, RECK”/- n=5. K: Prueba no
paramétrica Kruskal Wallis de una via, valores se expresan en Medianas y rangos RECK*/* n=6, RECK*/-
n=6, RECK7/-n=>5. *p<0,05, ns: not significant. Barra escala: 50um.
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Figura 31. Capa muscular en arterias de placenta dia 12 dg. (A, D):
muscular en arterias ubicadas en miometrio (punta de flecha). (B, E) identificacion de la capa
muscular en arterias ubicadas en triangulo mesometrial (TM) (punta de flecha). (C, F) identificacion
de la capa muscular en arterias ubicadas en decidua (D) (punta de flecha). (G-I) Gréafico del
porcentaje del area de marca rojiza en las arterias ubicadas en miometrio, TM y D. G-I: Prueba
paramétrica t-test de dos vias, valores se expresan Media+Error estandar RECK*/* n=7, RECK*/
n=6, **p<0,01, ns: not significant. Barra escala: 50um.
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Figura 32. Capa muscular en arterias de placenta dia 14 dg. (A, D): identificacion de la capa
muscular en arterias ubicadas en miometrio (punta de flecha). (B, E) identificacion de la capa
muscular en arterias ubicadas en triangulo mesometrial (TM) (punta de flecha). (C, F) identificacion
de la capa muscular en arterias ubicadas en decidua (D) (punta de flecha). (G-I) Gréafico del
porcentaje de area de marca rojiza en arterias uterinas. Barra escala: 50um.
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4.5 Descripcion del tipo celular en las arterias espiraladas uterinas en

placentas dia 12 y 14 dg.

Otro patrén vinculado con la remodelacidn de las arterias espiraladas uterinas, es la
llegada de células trofoblasticas a la capa de endotelio. Para esto, se describid la

distribucion de células trofoblasticas en las arterias (Ver control negativo en Anexo 14).

En el dia 12 dg a nivel de miometrio las arterias estaban recubiertas en un 100%
por células endoteliales tanto en RECK*/* como en RECK*/-. El comportamiento en el
triangulo mesometrial (TM) fue similar al miometrio, pero en la decidua (D) se observd

la presencia de células trofoblasticas (Ver fig. 33).

En el periodo 14 dg se encontré que a nivel de miometrio las arterias se componian
en un 100% de células endoteliales en ambos grupos. En tridngulo mesometrial (TM)
solo una de las placentas RECK*/* presentd células trofoblasticas en arterias uterinas.
Finalmente, en decidua (D) ambos grupos presentaron células trofoblasticas en las

arterias uterinas (ver Fig. 34).
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Figura 33. Tipo celular que recubre el lumen de las arterias uterinas de placenta dia 12 dg. (A, D):
identificacion del tipo celular en arterias ubicadas en miometrio (punta de flecha blanca indica
células endoteliales con fluorescencia roja). (B, E) identificacion del tipo celular en arterias ubicadas
en triangulo mesometrial (TM) (punta de flecha blanca indica células endoteliales con fluorescencia
roja). (C, F) identificacion del tipo celular en arterias ubicadas en decidua (D) (punta de flecha
blanca indica células endoteliales con fluorescencia roja y punta de flecha amarilla indica células
trofoblasticas con fluorescencia verde). Barra escala: 50um.
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Figura 34. Tipo celular que recubre el lumen de las arterias uterinas de placenta dia 14 dg. (A, D):
identificacion del tipo celular en arterias ubicadas en miometrio (punta de flecha blanca indica
células endoteliales con fluorescencia roja). (B, E) identificacion del tipo celular en arterias
ubicadas en triangulo mesometrial (TM) (punta de flecha blanca indica células endoteliales con
fluorescencia roja). (C, F) identificacion del tipo celular en arterias ubicadas en decidua (D) (punta
de flecha blanca indica células endoteliales con fluorescencia roja y punta de flecha amarilla indica
células trofoblasticas con fluorescencia verde). Barra escala: 50um.
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5. DETERMINAR LA DISTRIBUCION DE RECK EN PLACENTAS DE
EMBRIONES SILVESTRES (RECK*/*) Y HETEROCIGOTO (RECK*/~) PARA RECK
EN LOS ESTADOS EMBRIONARIOS 10, 12, 14 dg

Para identificar y determinar la localizacién de RECK en placentas durante los
diferentes eventos, se analizo la ubicacion de la marca del anticuerpo RECK relacionado

con el periodo de gestacion. (Ver control negativo en Anexo 13)

Se identifico la marca de RECK de color rojizo en los 3 periodos de gestacion
estudiados con un patrdn citoplasmatico (ver Fig 35). En los 3 casos (dias 10, 12 y 14
dg) se encontré a nivel de miometrio especificamente en el endotelio de las arterias
uterinas (ver fig. 36). A nivel del triangulo mesometrial (TM) en dia 10 dg se observod
escaza marca asociada a las arterias uterinas, sin embargo, se encontré una marca mas
evidente en el grupo de RECK”~ a nivel de la decidua materna. En dias 12 y 14 dg se
observé rodeando las arterias y en la matriz extracelular (ver fig. 37). A nivel de decidua
se encontrd escaza senal en el periodo 10 dg ubicado en las arterias uterinas y una
marca casi nula en la decidua en general. En dias 12 y 14 dg la marca fue mas evidente

alrededor de las arterias uterinas (ver fig. 38).

La marca de RECK también se observd a nivel de las células gigante dependiente
del periodo de gestacion. Durante dia 10 dg, no se observé marca evidente en este tipo
celular, sin embargo, en dia 12 dg se observé una sefial de patron citoplasmatico
evidente que se mantuvo en dia 14 dg (ver fig. 39). Por otro lado la sefial de RECK con
patrén citoplasmatico se observd en la zona del laberinto y zona de unién de dias 12 y
14 dg (ver fig 40).
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Figura 35. Ubicacion de Reck en sitios de implantacion de dias 10, 12 y 14 dg. (A-C) en dia 10 dg se observa la
presencia de RECK principalmente hacia tejido materno en las 3 cigocidades. (D-F) En dias 12 y 14 dg se observa un
patron similar en ambas cigocidades ubicada en laberinto, zona de union, arterias uterinas y miometrio.
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cion de Reck en miometrio de dias 10, 12 y 14 dg. (A-F) en todos los periodos de gestacion y
cigocidades la marca de Reck se observé a nivel de arterias uterinas, principalmente en endotelio con patron
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Figura 37. Ubicacion de Reck en triangulo mesometrial (TM) de dias 10, 12 y 14 dg. (A-B) En dia 10 dg en los grupos
RECK** y RECK*/~ la marca a nivel de TM fue escaza y cercano a las arterias uterinas. (C) en dia 10 dg en el grupo
RECK*- se observé una marca mas evidente cercano a las arterias uterinas. (D-F) en dias 12 y 14 dg se observé la
marca color rojizo rodeando las arterias y las células con patron citoplasmatico.
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Ubicacion de Reck en decidua de dias 10, 12 y 14 dg. (A-C) dias 10 dg en las 3 cigocidades la marca a nivel
de decidua fue escaza y cercano a las arterias uterinas. (D-F) dias 12 y 14 dg se observo la presencia de marca color

rojizo rodeando las arterias y las células con patrén citoplasmatico.
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Figura 39. Ubicacién de Reck en células gigante trofoblasticas de dias 10, 12 y 14 dg. (A-C) dia 10 dg en las 3
cigocidades la marca a nivel de células gigantes trofoblasticas fue escaza. (D-F) se observo la presencia de marca color

rojizo rodeando las arterias y las células con patrén citoplasmatico.
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DISCUSION.

El desarrollo de la placenta involucra procesos de remodelamiento vascular uterino
que dependen de la interaccion de las células trofoblasticas fetales con células
endoteliales e inmunitarias maternas, si este proceso es exitoso aumenta el flujo de
sangre materna hacia la placenta, permitiendo el correcto intercambio de nutrientes y

desechos entre la sangre materna y fetal(73).

La progresion de este proceso de remodelacion vascular fue evaluado como objetivo
central de esta tesis a través del uso en un modelo murino. En particular, se evalué la
participacion de RECK, una glicoproteina anclada a la membrana plasmatica por un tallo
de GPI(74). RECK se caracteriza por regular la invasion celular asi como la angiogénesis
y procesos de remodelamiento vascular en distintos contextos, aunque principalmente
en el desarrollo tumoral(61,64). Nosotros planteamos evaluar el desarrollo placentario,
invasion trofoblastica y remodelamiento vascular uterino en ratones hembra RECK*/-
fecundadas por ratones macho de la misma cigocidad, permitiendo evaluar la funcion de
RECK en embriones y placentas de las 3 cigocidades: RECK*/*, RECK*/- y RECK™".

Nuestros resultados muestran que en el periodo 12 dg en las placentas provenientes
de embriones heterocigotos (RECK*/") se observa un aumento estadisticamente
significativo del nimero de células trofoblasticas invadiendo el tejido materno (tridngulo
mesometrial y decidua) (Figura 23), comparado a lo observado en placentas control
(RECK*/*). Estos resultados sugieren que la disminucion de la carga genética de RECK,
promueve la invasién trofoblastica del tejido uterino en modelo murino. Ademas validan
in vivo observaciones ya publicadas con ensayos in vitro, en los que se evalud por
ensayos de ganancia y pérdida de funcién de RECK en la linea celular de trofoblastos
humano de primer trimestre, HTR8-SvNeo, que RECK actuaria como un inhibidor de la
invasion celular a través de un mecanismo que involucra la disminucion de la actividad
de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9(69). Si bien, los ensayos ya publicados in vitro
sugieren que RECK es un regulador negativo de la invasién celular y que potencialmente
pudiera ser determinante de un correcto remodelamiento vascular, esto tiene

limitaciones por lo que no puede ser demostrado in vitro. Adicional, en estos ensayos in
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vitro se evalud la invasién de los trofoblastos a través de una matriz comercial conocida
como matrigel, que es una preparacion de membrana basal solubilizada extraida del
sarcoma de ratén de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), un tumor rico en proteinas de la
matriz extracelular (MEC) que incluye como componente principal laminina con cerca del
60%, seguido de un 30% de colageno IV, entre un 2 y 3% de proteoglicanos de heparan
sulfato y en menor proporcidn entactina/nidogeno y distintos factores de
crecimiento(75). Esta preparacion no representa la composicion de la MEC de la decidua,
la que esta enriquecida fundamentelamente en Colageno I, III, IV y V, Fibronectina, y
s6lo una pequefa parte correponde a laminina(76). Otra de las variables respecto al
tejido materno, es el contacto con todas las células deciduales, uNK, linfocitos,
fibroblastos, entre otros(77-79), por todo esto, probarlo in vivo es necesario. Junto con
lo anterior, hasta el momento no existe reporte alguno que estudie el rol de RECK en el
remodelamiento vascular uterino, pero en nuestro laboratorio se han obtenido resultados

aun no publicados en ensayos in vitro que sugieren este rol en RECK,

El proceso de remodelacion arterial a nivel morfoldgico implica modificaciones como
disminucion del engrosamiento de la pared vascular, pérdida de la capa muscular de las
arterias, depédsito de fibrinoide y presencia de células trofoblasticas(80-82). Estos
cambios morfoldgicos caracteristicos los evaluamos en el desarrollo de la placenta de
embriones RECK*/* sin encontrar cambios en relacion a lo ya descrito(83,84).
Observamos, a través de analisis de estadistica descriptiva (con la descripcion del grosor
de la pared de arterias mediante la razon matematica entre area total del vaso:area del
lumen) el engrosamiento de la pared de las arterias uterinas espiraladas desde el dia 10
dg al 14 dg y encontramos que la arteria uterina espiralada es mas gruesa en el periodo
10 dg y los valores mas bajos se encontraron en dia 14 dg, siendo una pared mas

delgada principalmente a nivel de la decidua(85,86).

La disminucion del grosor de la pared se asocia con la pérdida de la capa muscular
a nivel de las arterias uterinas espiraladas(81,87), la que se acompafia por el depdsito
de fibrinoide(81) lo que se cree actuaria como soporte del vaso remodelado(46,88). En
placenta de ratones RECK*/* la pérdida de la capa muscular fue acompafiada del

aumento de depdsito fibrinoide, cambios que aumentaron en funcién a la edad
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gestacional desde dia 10 a 14 dg, con una distribucién del depésito de fibrinoide en dia
10 dg que fue principalmente en el lumen de los vasos que se tornd mas luminal y
ademas perivascular en dias 12 y 14 dg, como ya se ha descrito(46,89). Ademas se
observo una pérdida significativa de la capa muscular a partir de dia 10 dg y un aumento
del depdsito de fibrinoide significativo desde dia 12 dg en el grupo RECK*/~ al comparar
entre las cigocidades, destacando que estos cambios significativos se encontraron en
zonas mas profundas del tejido materno la que denominamos como triangulo
mesometrial. Esto sugiere que la disminucion de la carga genética de RECK podria estar
favoreciendo ademas de la invasién, el proceso de remodelacion de las arterias uterinas

espiraladas de manera anticipada y en zonas mas profundas del tejido materno.

De estos resultados se debe destacar que a nivel de miometrio, zona donde esta
descrito que no existe contacto con el trofoblasto ni remodelaciéon de las arterias uterinas
en ratones(43) no hubo diferencias entre las cigocidades ni cambios asociados a
remodelacién vascular en las arterias uterinas, lo que sugiere que existe una regulacion

por parte del tejido materno.

Estos resultados son consistentes con la hipdtesis planteada. Como ya se discutid,
observamos un aumento de area invadida por trofoblasto en la decidua en el grupo
RECK*/- durante dia 12 dg, lo que propone segun antecedentes descritos(90) un
aumento en su capacidad de remodelar las arterias uterinas incorporandose en ellas. Sin
embargo, y a pesar de que se ubicaban en las proximidades de las arterias de la decidua
desde el periodo 12 dg; sdlo en una de las placentas analizadas en dia 14 dg se
encontraron células trofoblasticas identificadas por la tincién con el anticuerpoo anti
PAN-CK en las arterias uterinas espiraladas ubicadas en tridngulo mesometrial. Estos
resultados fueron llamativos, ya que se habian encontrado cambios de remodelacion
vascular tanto a nivel de decidua como del tridangulo mesometrial en los periodos 10, 12
y 14 dg reflejado en aumento de depodsito de fibrinoide y disminucién de la capa
muscular. Se ha planteado una hipdtesis frente a esto, ya que Adamson, L., et al (2002)
y en otro estudio Charalambous, F., et al (2012) en modelo murino identificaron que en
periodos de gestacion temprano se observaron cambios a nivel de las arterias uterinas

en zonas donde no se encontraban fisicamente las células trofoblasticas incorporadas en
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los vasos, proponiendo que estos cambios vasculares en periodos tempranos y en zonas
de la placenta mas distantes a las CGT eran provocados por una Secrecion
paracrina(82,87) lo cual ha sido confirmado en estudios de Salomon, C., et al
(2014)(91).

Si bien, el aumento de invasion trofoblastica y subsecuente aumento de
remodelacién arterial uterina espiralada observada en las placentas de embriones
RECK*/-, pudiese ser explicada por un aumento en la actividad de MMPs, nuestro
resultados no permiten validarlo, sin embargo, se propone esta relacion debido a que el
proceso de invasion requiere de la degradacion de la matriz extracelular del Gtero por
las células trofoblasticas, refiriendo que en el contexto de implantacion el activador del
plasmindgeno uroquinasa, MMP-2, MMP-9 son las proteasas que mas destacan(92). A
su vez este proceso es regulado por inhibidores de proteasas, como por ejemplo, la
proteina RECK que es un inhibidor de las proteasas mencionadas(93). Por lo que la
disminucién de la carga genética de RECK podria estar favoreciendo la activacion de las
proteasas que participan en los procesos de invasion del trofoblasto y favoreciendo el
remodelamiento. Otro factor que podria estar respondiendo a nuestros resultados es que
se ha descrito que RECK inhibe la migracion de células endoteliales(94) y la migracion
de células musculares lisas que rodean los vasos(95,96), esto se relaciona con lo
observado en la disminucién significativa de la capa muscular desde dia 10 dg en el
grupo RECK*/- que es parte de la remodelacion vascular, donde las células musculares
lisas de las arterias migran, sufren apoptosis y son reemplazadas por material
fibrinoide(91). Por lo que RECK podria estar regulando la migracion de estas células

durante la placentacion.

A pesar de que la principal funcién de RECK es de inhibidor de la actividad de MMP-
2, -9 y -14, también se ha descrito una funcidn reguladora de la activacion de la via
NOTCH(97), pudiendo actuar como inhibidor al impedir el procesamiento de los
receptores o ligandos, a través de la inhibicidon de las a-desintegrina metaloproteasa-10
(ADAM-10)(97,98). Esta via de sefializacion de NOTCH es conocida por regular procesos
de invasion y diferenciacion celular en trofoblatos, en particular relacionado con el

establecimiento de los trofoblastos que migran desde el tejido fetal a la decidua desde
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los precursores(99-101). RECK ademas interactia con GPR124 y WNT, el receptor de
WNT7a, formando un complejo necesario para la activacién de la via WNT no candnica.
La literatura sugiere un papel fundamental de la senalizacion de Wnt en la funcién
trofoblastica fisioldgica y patologica(99,102-104). Es posible que RECK pueda participar
regulando el remodelamiento de la MEC, la invasién y a su vez regulando la respuesta
de los trofoblasto a estas sefiales solubles como Wnt o que requieran del contacto célula-

célula como la via de Notch, determinado su capacidad de adquirir el fenotipo invasivo.

Complementario a los resultados anteriores, la presencia y distribucion de RECK
explican en parte su rol en la placenta. A nivel del miometrio, RECK se encontré en las
arterias uterinas durante los 3 periodos de gestacion (dias 10, 12 y 14 dg), esto es
coherente con su funcidn como regulador negativo de la invasién y remodelacion
vascular(94-96), lo que se vincula directamente con antecedentes que indican que en
esa zona no hay invasion del trofoblasto ni remodelacion de las arterias uterinas en
placentas de raton(43). A nivel de las células gigantes, no se encontré marca evidente
en el periodo 10 dg, y fue evidente desde el periodo 12 dg, esto se puede explicar debido
a que se ha descrito que las CGT primarias invaden principalmente en periodos
tempranos de la gestacién previo a dia 12 dg(27,38). Por otro lado, se observd una
marca en dia 14 dg en decidua especificamente en las arterias uterinas espiraladas que
presentaban células trofoblasticas gigantes, lo que se puede responder por lo
mencionado anteriormente en relacion a la regulaciéon de lo mencionado con la via de
Notch y Wnt(99-101,104).

También se observé la presencia de RECK en el laberinto, que es una estructura la
cual se ha descrito que presenta una extensa angiogénesis prolongada hasta el final del
desarrollo placentario(105), en este sentido como ya se menciond anteriormente, RECK,
es una proteina que favorece la angiogénesis y su ausencia impide la formacion de plexos
vasculares(62) llevandonos a pensar que su presencia y rol es critico en el desarrollo del
laberinto. Por lo que estos resultados y antecedentes nos llevan a considerar de que
RECK es una proteina reguladora, que tiene un rol y un impacto tanto en tejido materno,
como fetal. Por Ultimo, como ya se menciond, RECK, esta principalmente anclado en la

membrana, sin embargo, algo que llamd la atencion fue la intensa marca de RECK con
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patrén citoplasmatico, fendmeno que queda por estudiar.

En este estudio nos enfrentamos a algunas limitaciones, ya que uno de los objetivos
fue evaluar las placentas RECK”/- en el proceso de invasion y remodelamiento de las
arterias uterinas, proceso que ocurre de manera mas evidente en el dia 12 dg en nuestro
modelo, sin embargo, en este modelo murino dichos embriones mueren al dia 10.5 dg
lo que imposibilitd evaluar en su totalidad los procesos de invasiéon y remodelacién en
ausencia de RECK a nivel de células fetales. Ademas, las placentas provenientes de
embriones RECK”- en el periodo 10 dg no respondieron como esperabamos, ya que
nuestra propuesta era encontrar un aumento significativo de invasién y cambios
morfoldgicos aumentados que se relacionaran con la remodelacién a nivel de las arterias
uterinas espiraladas, estos cambios no se evidenciaron en nuestros resultados, lo que
se explico posteriormente por la presencia de la proteina RECK en la decidua (tejido
materno) en el dia 10 dg, que no fue tan evidente en los otros 2 grupos (RECK*/* y RECK
*/-) durante el mismo periodo, este fendmeno que fue observado como respuesta del

tejido materno, queda por estudiar.

Cabe destacar, que este estudio es uno de los primeros en describir la presencia de
RECK asociado a estructuras de la placenta en dias 10, 12 y 14 dg, periodos cruciales
en el desarrollo placentario. También es uno de los primeros en evaluar el rol de RECK
en invasion y remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas durante el desarrollo
embrionario en un modelo in vivo que conlleva a una mayor complejidad, lo que nos
permitié entender en parte, el contexto y rol de RECK en el ambiente uterino, ya que
hasta la fecha principalmente se tienen antecedentes en ensayos in vitro y su rol en el
embrién. Por otro lado, tener mas antecedentes del rol de RECK en invasion vy
remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas, nos permite asociarlo con
patologias , ya que en este caso una disminucion de la carga genética de RECK favorecio
el proceso de invasién y remodelamiento de las arterias uterinas espiraladas, lo que nos
lleva a plantear que un aumento de RECK en etapas tempranas podria generar
consecuencias opuestas en los procesos mencionados, similar a lo que se describe en

patologias del embarazo como la preeclampsia(106)
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Otras interrogantes que surgen a partir de los resultados pero que no son parte del
objetivo de estudio, es el rol de RECK a nivel de la decidua o tejido materno y como esta
proteina podria estar regulando los procesos de implantacién y placentacion. Otro punto
observado, es que en pareja de ratones RECK*/~ la cantidad de sitios de implantacion en
general fue reducida al comparar con antecedentes que indican que las camadas
alcanzan entre 10 a 12 crias(4), siendo que nosotros obtuvimos en promedio una
camada de 6 sitios de implantacion, alcanzando un maximo de 10 y un minimo de 3
sitios de implantacion en dia 10 dg, un maximo de 8 y un minimo de 6 en dia 12 dg y
un maximo de 2 y un minimo de 1 en dia 14 dg, lo que también seria interesante de

analizar, ya que podria estar ligado con el rol de RECK previo a la implantacion.

Finalmente como proyecciones de estudio se propone aumentar el nimero de
placentas provenientes a dia 14 dg, de esta manera poder evaluar si estas diferencias
encontradas en el periodo 12 dg se prolongan o son compensadas al comparar con las
placentas RECK*/*, ya que se ha descrito que embriones RECK*/- son viables y no
presentan diferencias fenotipicas notorias al comparar con el control(61). Proponemos
ademas utilizar un modelo murino con células trofoblasticas knockout para RECK, sin
modificaciones en el embrién, a través de herramientas como recombinacién Cre-Lox y

de esta manera prolongar la placenta RECK”- a periodos como 12 dg(74).
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CONCLUSIONES

1.

2.

Animales Reck*/- presentan una invasion del trofoblasto en zonas mas profundas

del tejido materno en periodos tempranos de la gestacion.

Animales Reck*- presentan cambios morfoldgicos relacionados con la
remodelacién de las arterias uterinas espiraladas de zonas mas profundas del

tejido materno en periodos tempranos de la gestacion.

RECK se encuentra ubicado en distintas estructuras del tejido materno y de
células fetales que son parte de la placenta con una distribucién diferencial segin

el periodo de gestacion.
Estos resultados descriptivos aportan con nuevos antecedentes de Reck en el

desarrollo de la placenta y su relacién con la invasién y remodelacién de las

arterias uterinas espiraladas.
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ANEXOS
ANEXO 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE COLA DE RATON.

Preparaciéon de reactivos:

Buffer de lisis 250ml

12.5 ml Tris-HCI 2 M pH 8
100 mM Tris-HCI pH 8

5 mM EDTA pH 8 2,5ml EDTA0,5MpH 8
0.2 % SDS 5.0 ml SDS 10 %
200 mM NacCl 50.0 ml NaCl 1M
100 pg/ml Proteinasa K 1250 pl Proteinasa K 20mg/ml

Se prepara un stock con el Tris, EDTA, SDS y NaCl y se guarda a T° ambiente.

2. Al momento de lisar las colas se agrega la proteinasa K (5 ul del stock de 20mg/ml

para 1 ml de buffer de lisis). También se puede guardar tubos alicuotados de

buffer de lisis con Proteinasa K almacenados a -20°C.

Realizar corte de cola de ratén de 1mm aproximadamente de largo.

4. En caso de no ser procesadas el mismo dia se deben guardar a -20°C en tubos

eppendorf de 1,5ml.

En caso de ser procesadas el mismo dia se les debe agregar 500ul de buffer de

lisis @ cada una.

5. Las colas con el buffer de lisis se incuban a 55°C por al menos 3 horas en el

hibridador o toda la noche.

6. Una vez finalizada la incubacién centrigufar los tubos a 13000 rpm por 3 minutos

a temperatura ambiente.
7. Rescata el sobrenadante y agregar un volumen de isopropanol,
suavemente por inversién hasta la formacién del precipitado.

Centrifugar por 5 min a 13000 rpm a RT.

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 700 ul de isopropanol 70%.

Centrifugar por 5 min a 13000 rpm a RT.

10. Secar el pellet y resuspender en 100 ul de H20, calentar por 30 min a 50°C.
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ANEXO 2. PROTOCOLO DE PCR.

PREPARACION DE MIX DE PCR:

REACTIVOS CANTIDAD POR 1 REACCION
BUFFER 5X 5 ul
dNTP 10nM 0,5 ul
Primer Forward 10nM 1 ul
Primer Reverse 10nM 1ul
MgCl 1,5 ul
Taq Polimerasa 0,2 ul
H20 mQ 14,9 ul
ADN [10ug] 1ul

PROTOCOLO DE PCR EN TIEMPO REAL:

STEP TEMPERATURA TIEMPO

1 950C 3min

2 950C 30 segundos
PRIMER WT: 61°C

3 1 min
PRIMER KO: 62°C

4 720C 1 min

N© DE CICLOS 38X
6 720C 7min
7 40C 00

80




ANEXO 3. PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO DE PLACENTAS

FIJACION:

Paraformaldehido 4% en buffer fosfato salino: por 48 hrs a 4°C.

DESHIDRATACION EN ALOHOLES ASCENDENTES:

Sumergir los tejidos en las siguientes soluciones en recipiente sellado y en
agitacion a temperatura ambiente.

Alcohol 70° por 30 min.

Alcohol 959 (I) por 30 min.

Alcohol 959 (II) por 30 min.

Alcohol 1009 (I) por 30 min.

Alcohol 100° (II) por 30 min.

Alcohol 1009 (III) por 30 min.

. ACLARAR:
Xilol (I) por 30 min.
Xilol (II) por 30 min.
Xilol (III) por 30 min.

IMPREGNACION EN PARAFINA A 640C:
Parafina (I) por 30 min.
Parafina (II) por 30 min.
Parafina (II) por 30 min.

INCLUSION DEL MOLDE DE PARAFINA.
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ANEXO 4. TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA

1. Desparafinacion:
- Xilol I (10 min)

- Xilol II (10 min)

- Xilol III (10 min)

2. Rehidratacion:

- Alcohol 100% I (5 min)
- Alcohol 100% II (5 min)
- Alcohol 95% (5 min)

- Alcohol 70% (5 min)
-Agua destilada (5min)

3. Coloracion Hematoxilina de Harris (30 segundos)

- Viraje en agua corriente (10min)

4, Alcohol de 959 (5min)
5. Eosina alcoholica (4 segundos)
6. Deshidratacion:

- Alcohol 100% I (5min)
- Alcohol 100% II (5min)
- Alcohol/Xilol (5min)

7. Aclaramiento:
Xilol I (5 min)
Xilol IT (5 min)

8. Cubrir con medio de montaje hidréfobo.
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ANEXO 5. TECNICA DE PAS

1. Desparafinacion:
- Xilol I (10 min)

- Xilol II (10 min)

- Xilol III (10 min)

2. Rehidratacion:

- Alcohol 100% I (5 min)
- Alcohol 100% II (5 min)
- Alcohol 95% (5 min)

- Alcohol 70% (5 min)
-Agua destilada (5min)

3. Sumergir los cortes en acido peryddico 0,5% por 10 minutos a temperatura ambiente.

4. 3 lavados en agua destilada, 5 minutos cada uno.

Ul

. Sumergir los cortes en reactivo de Schiff por 30 minutos a temperatura ambiente.

6. Lavar en agua corriente por 5 minutos.

7. 3 lavados en agua destilada, 5 minutos cada uno.

8. Coloracién Hematoxilina de Harris (30 segundos)

- Viraje en agua corriente (10min)

10. Deshidratacién:

- Alcohol 100% I (5min)
- Alcohol 100% II (5min)
- Alcohol/Xilol (5min)
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11. Aclaramiento:
Xilol I (5 min)
Xilol IT (5 min)

12. Cubrir con medio de montaje hidréfobo.
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ANEXO 6: PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA ANTI-ALPHA SMA.

Desparafinacion:
Xilol I (10 min)

Xilol IT (10 min)
Xilol III (10 min)

Rehidratacion:

Alcohol 100% I (10 min)
Alcohol 100% II (10 min)
Alcohol 95% (10 min)
Alcohol 70% (10 min)

Lavado en agua destilada durante 10 min.

Recuperacion antigénica en buffer citrato a 95° C durante 20 min. (dejar
calentando el buffer previamente por 25 minutos).
Dejar enfriar manteniendo las placas en el buffer, durante 15 min.

Lavado en agua destilada, 10 min.
3 cambios en PBS, 5 min cada uno.

Bloqueo de peroxidasa enddgena con H202 (30%) al 3% en PBS. Utilizar agitador

orbital a temperatura ambiente, durante 30 min.
3 cambios en PBS, 5 min cada uno.

Bloqueo de sitios inespecificos:
Aplicar Cas - block durante 30 min a temperatura ambiente.

Incubacién con suero normal (cabra) durante 30 min a temperatura ambiente.
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9. Incubacion del anticuerpo primario:
Anti —alpha SMA diluido en 1:500 en PBS/Tween20 durante la noche a 4° C.

10. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno.
11.Incubacién del anticuerpo secundario:

Anti-IgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:500 en PBS,

durante 1 hora a temperatura ambiente.

12.3 cambios en PBS, 5 min cada uno.

13.Revelado cromogénico con NovaRed - Kit, durante 1min, de acuerdo a la

siguiente proporcidon de sus componentes:

Agua 1 2 3 H>0»
destilada

2,5 mL 75 uL 50 uL 50 uL 50 uL
1,25 mL 38 uL 25 ulL 25 ulL 25 ulL
625 uL 19 uL 12,5uL | 12,5ul | 12,5 uL
313 uL 9,5 uL 6,25 uL | 6,25 ul | 6,25 uL

14. Lavar en agua destilada durante 5 min.

15. Contraste nuclear:
16. Tenir brevemente con hematoxilina.

17. Virar hematoxilina en agua corriente durante 8 min.

18. Deshidratacion:
Alcohol 95% (dipping)
Alcohol 100% I (dipping)
Alcohol 100% II (dipping)

Alcohol/Xilol (dipping)
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19. Aclaramiento:
Xilol I (5 min)
Xilol II (5 min)

20. Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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ANEXO 7. PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA ANTI-RECK

Desparafinacion:
Xilol I (10 min)

Xilol IT (10 min)
Xilol IIT (10 min)

Rehidratacion:

Alcohol 100% I (10 min)
Alcohol 100% II (10 min)
Alcohol 95% (10 min)
Alcohol 70% (10 min)

Lavado en agua destilada durante 10 min.

Recuperacion antigénica en buffer citrato a 95° C durante 20 min. (dejar
calentando el buffer previamente por 25 minutos).

Dejar enfriar manteniendo las placas en el buffer, durante 15 min.

Lavado en agua destilada, 10 min.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno

Blogueo de peroxidasa endogena con H202 (30%) al 3% en PBS. Utilizar agitador

orbital a temperatura ambiente, durante 30 min.
3 cambios en PBS, 5 min cada uno.
Blogueo de sitios inespecificos:

Aplicar Cas - block durante 30 min a temperatura ambiente.

Incubacion con suero normal (cabra) durante 30 min a temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Incubacién del anticuerpo primario:
Anti —RECK diluido en 1:600 en PBS/Tween20 durante la noche a 4° C.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno.

Incubacién del anticuerpo secundario:
Anti-IgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:500 en PBS,

durante 1 hora a temperatura ambiente.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno.
Revelado cromogénico con NovaRed - Kit, durante 2min 30 segundos, de acuerdo
a la siguiente proporcién de sus componentes:

Agua 1 2 3 H>0»

destilada

2,5 mL 75 uL 50 uL 50 uL 50 uL

1,25 mL 38 uL 25 uL 25 uL 25 uL

625 uL 19 uL 12,5ul | 12,5ul | 12,5uL

313 uL 9,5 uL 6,25 uL | 6,25 uL | 6,25 uL

Lavar en agua destilada durante 5 min.

Contraste nuclear:
Tenir brevemente con hematoxilina.

Virar hematoxilina en agua corriente durante 8 min.

Deshidratacién:

Alcohol 95% (dipping)
Alcohol 100% I (dipping)
Alcohol 100% II (dipping)

Alcohol/Xilol (dipping)
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19. Aclaramiento:
Xilol I (5 min)
Xilol IT (5 min)

20. Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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ANEXO 8. PROTOCOLO BLOTTO INMUNO 10X

- Tris: 0,619

- NaCl: 0,59 ¢

- CaCl2: 0,5 mM

-  MgCL2(6XH20): 50 mM

Mezclar los reactivos y disolver en 80ml de PBS 1X.
Ajustar pH a 7,7.
Aforar a 100ml

Para utilizar Blotto inmuno 1X:

A 900 ml de agua destilada, agregar 100 ml de blotto inmuno 10X.
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ANEXO 9. PROTOCOLO INMUNOFLUORESCENCIA PAN-CKS

Desparafinacion:
Xilol I (10 min)

Xilol IT (10 min)
Xilol III (10 min)

Rehidratacion:

Alcohol 100% I (10 min)
Alcohol 100% II (10 min)
Alcohol 95% (10 min)
Alcohol 70% (10 min)

Lavado en agua destilada durante 10 min.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno

Recuperacion antigénica en buffer citrato a 95° C durante 20 min. (dejar
calentando el buffer previamente por 25 minutos).
Dejar enfriar manteniendo las placas en el buffer, durante 15 min.

Lavado en agua destilada, 10 min.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno

Bloqueo de sitios inespecificos:
BSA 5% en blotto inmuno durante 30 minutos a temperatura ambiente

Incubacién con suero normal (cabra) durante 30 min a temperatura ambiente.

Aplicacién de M.0.M en concentracion 1:50 en blotto inmuno durante toda la

noche a 4°C.
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9. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno

10. Incubacién del anticuerpo primario:
Anti —-Pan-Cks RTU durante la noche a 4° C.

11. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno

12. Incubacién del anticuerpo secundario:

Anti-IgG de raton, hecho en cabra, conjugado con Alexa FLuorTM 488, diluido 1:500
en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente.

13. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno

14. Aplicacion de Sudan Black por 1 minuto.
15. Lavado en agua destilada por 10 minutos.

16. Montaje con medio hidrofilico Fluoromount con Dapi.
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ANEXO 10. PROTOCOLO INMUNOFLUORESCENCIA VWf

Desparafinacion:
Xilol I (10 min)

Xilol IT (10 min)
Xilol III (10 min)

Rehidratacion:

Alcohol 100% I (10 min)
Alcohol 100% II (10 min)
Alcohol 95% (10 min)
Alcohol 70% (10 min)

Lavado en agua destilada durante 10 min.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno

Recuperacion antigénica en buffer citrato a 95° C durante 20 min. (dejar

calentando el buffer previamente por 25 minutos).

Dejar enfriar manteniendo las placas en el buffer, durante 15 min.

Lavado en agua destilada, 10 min.

3 cambios en PBS, 5 min cada uno

Bloqueo de sitios inespecificos:

BSA 5% en blotto inmuno durante 30 minutos a temperatura ambiente

Incubacién con suero normal (cabra) durante 30 min a temperatura ambiente.

Incubacién del anticuerpo primario:
Anti -VWTf 1:250 durante la noche a 4° C.
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9. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno

10. Incubacidén del anticuerpo secundario:

Anti-IgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con Alexa FLuorTM 568, diluido
1:500 en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente.

11. 3 cambios en PBS, 5 min cada uno

12. Aplicacion de Sudan Black por 1 minuto.
13. Lavado en agua destilada por 10 minutos.

14. Montaje con medio hidrofilico Fluoromount con Dapi.
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ANEXO 11. ACTA DE APROBACION BIOETICO.

*
H i CIBICA
* *.* unlve r5|d?d Comité Institucional de Bioética para la
iy deValparaiso Investigacién con Animal
CHILE

Vicerrectoria de Investigacién
e Innovacién.

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA121-18

I. El Comité Institucional de Bioética para la investigacion con Animales de la Universidad de Valparaiso, en su
sesion del 28 de Junio de 2018, declara haber evaluado el protocolo experimental del proyecto BEA121-18
titulado “ROLE OF RECK IN PREECLAMPSIA DEVELOPMENT: AS A KEY REGULATOR OF
CYTOTROPHOBLAST INVASIVENESS AND SPIRAL ARTERIES REMODELING”, del investigador
responsable Jaime Gutierrez Perez.

Il. Para su evaluacion el Comité de Bioética revisé los antecedentes presentados en el formulario “SOLICITUD
PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES COMO SUJETOS DE
INVESTIGACION”.

lll. En la valoracion bioética del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos bioéticos indicados en el
segundo punto Valoracion de Aspectos Eticos del formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE
INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION” y que se senalan
en las paginas anexas a esta acta.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioética aprueba el protocolo experimental.

UNIVERSIDAD DE VALPARAISO

COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA
0L PARALAIWVESTIGACION CONANIMALES

| OO N

Valparaiso 29 de Junio de 2018

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603132
www.uv.cl



ANEXO 12. ACTA DE SEGUIMIENTO BIOETICO.

Universidad CICUAL-UV
de valpgrua:fg Comité Institucional para el Cuidado y

Uso de Animales de Laboratorio de la

Divisién Académica Universidad de Valparaiso
Direccién de Investigacion

ACTA DE SEGUIMIENTO BIOETICO
BEA121-2018

El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad
de Valparaiso (CICUAL-UV), en su sesidn del 20 de enero de 2022, declara haber realizado el
seguimiento del proyecto titulado “Role of reck in preeclampsia development: as a key
regulator of cytofrophoblast invasiveness and spiral arteries remodeling” del investigador
responsable en la Universidad de Valparaiso, Dr. Sebastidn San Martin .

. Durante el seguimiento, el CICUAL-UV revisé los antecedentes presentados en el formulario

“SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES COMO
SUJETOS DE INVESTIGACION", asi como los siguientes antecedentes basados en la PAUTA DE
SEGUIMIENTO ETICO PARA ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

¢ |dentificacién de personal responsable de los procedimientos experimentales.

e Presencia y uso de elementos de proteccidn personal para manipulacién de animales.

e Constatacién del nUmero de animales utilizados versus los planificados, a través de un
libro de registro destinado para éste uso.

e Aplicacién de técnicas de refinamiento descritos por el investigador responsable.

¢ Comprobacién de la ausencia de animales de experimentacién en los laboratorios por
tiempos mayores al procedimiento especifico.

De acuerdo a lo anterior, el Comité corroboré el cumplimiento de lo descrito en la Valoracién
de Aspectos Eticos del formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE
INVOLUCRE A ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION", asi como los antecedentes
evaluados durante la visita en terreno con los profesionales responsables del proyecto.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioética aprueba el cumplimiento de los protocolos

y procedimientos bioéticos que fueron aprobados por el Comité de Bioética respectivo.
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Edda Meléndez Pinto
Presidenta CICUAL-UV

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
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ANEXO 13. CONTROL NEGATIVO DE INMUNOHISTOQUIMICA ANTICUERPO
SECUNDARIO IGG DE CABRA ANTI-CONEJO CONJUGADO CON HRP.

A continuaciéon se presenta control negativo de inmunohistoquimica para los
anticuerpos donde se utilizé el anticuerpo secundario IgG de cabra anti-conejo conjugado
con HRP (1:500) y contraste nuclear. Para estos casos se reemplazdé el anticuerpo

primario por PBS. No se observé marca en el tejido. (Ver Fig. 41).
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Figura 41. Control negativo en placenta de dia 14 dg. A: zona de miometrio y triangulo
mesometrial. B: zona decidua y células gigantes. Barra escala: 50um
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ANEXO 14. CONTROL NEGATIVO DE INMUNOFLUORESCENCIA
ANTICUERPO SECUNDARIO IGG DE CABRA ANTI-CONEJO CONJUGADO
ALEXA FLUOR™ 568 E IGG DE CABRA ANTI-MOUSE CONJUGADO ALEXA
FLUOR™ 488 .

A continuacién se presenta control negativo de inmunofluorescencia para los
anticuerpos donde se utilizé el anticuerpo secundario IgG de cabra anti-conejo conjugado
con Alexa Fluor'™ 568 (1:500) y anticuerpo secundario IgG de cabra anti-raton
conjugado con Alexa Fluort™ 488 (1:500). Para estos casos se reemplazo el anticuerpo
primario por PBS. Se realiz6 contraste nuclear con Dapi. No se observé marca en el

tejido, exceptuando la autofluorescencia de glébulos rojos. (Ver Fig. 42).

Figura 42. Control negativo en placenta de dia 14 dg. A: control para anticuerpo secundario IgG
de cabra anti-ratén conjugado con Alexa Fluor™ 488 (1:500) fluorescencia verde. B: control
para anticuerpo secundario IgG de cabra anti-raton conjugado con Alexa Fluor™ 568 (1:500)
fluorescencia roja. Barra escala: 50um
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