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Resumen

Rev Chil Estud Med 2008; 5(1):13-18. Introduccién: Al nacimiento, la circulacién pulmonar pasa de un estado
de alta a uno de baja resistencia, lo que implica el establecimiento de un nuevo balance entre vasoconstrictores y
vasodilatadores. Un importante vasodilatador es NO, el que puede ser producido por la enzima eNoS. La falla de
esta transicién provoca un cuadro clinico llamado hipertensién pulmonar persistente, una de sus causas es hipoxia
fetal crénica, observada en gestaciones a grandes altitudes. Se investigé si produce disminucién de la expresién de
eNos en el pulmén. Metodologia: El estudio se realizé en fetos de oveja de 80 % de gestacion, gestados a 520 o a
3600 m.s.n.m. Se midié la expresién de eNOS en extractos proteicos de pulmén mediante inmunoblot. Resultados:
No se observé diferencia significativa entre ambos grupos. Conclusiones: La hipoxia crénica no produce cambios
significativos sobre la expresién de eNOS en el pulmén de fetos de oveja a esta edad gestacional.

Keywords: hipoxia fetal, hipertensién pulmonar, oxido nitrico sintasa.

Introduccién de alto flujo y baja resistencia a los pocos minutos
después de nacer?3. La habilidad de acomodar un
A RESISTENCIA VASCULAR pulmonar fetal es aumento de 10 veces del flujo sanguineo pulmonar
muy elevada en comparacién con la observada requiere rapidas adaptaciones funcionales y estruc-
en el recién nacido o en el adulto, tendiendo incluso turales que permitan la caida de la resistencia vas-
a aumentar hacia el término de la gestacién y previo cular pulmonar en el periodo postnatal inmediato.
al nacimiento. Esta alta resistencia vascular pulmo- La liberacién de sustancias vasodilatadoras como
nar determina que solo el 3-10 % del gasto cardiaco NO y PGI2 juega un rol fundamental en estable-
combinado fetal pase a los pulmones ', mientras que cer una eficiente circulacién pulmonar en el recién
el 85 % del gasto cardfaco derecho cruza por el duc- nacido2:3:4,
tus arteriosus hacia la aorta descendente. Algunos Dentro de los mecanismos que contribuyen al
de los mecanismos implicados en mantener la al- cambio de la reactividad vascular pulmonar duran-
ta resistencia vascular pulmonar fetal son: la baja te el proceso de desarrollo fetal y posteriormente
presion parcial de oxigeno (PO;), la baja produc- durante el desarrollo post-natal, se encuentra el sis-
cién de vasodilatadores como oxido nitrico (NO) tema éxido nitrico sintasa (NOS) - oxido nitrico
y prostaciclina (PGI2), y la produccién aumenta- (NO) - guanilil ciclasa soluble (sGC)- GMP cicli-
da de vasoconstrictores como endotelina-1 (ET-1) co (¢cGMP)- fosfodiesterasa 5 (PDE5)3%°, En esta
o leucotrienos?34, cascada, el NO es producido por la conversion de
La adaptacion a la vida extrauterina requiere L-arginina a L-citrulina, principalmente por accién
de una rapida transicién de la circulacién pulmo- de la enzima NOS endotelial (eNOS). El NO difun-
nar, desde un estado de bajo flujo y alta resisten- de del endotelio hacia las capas musculares del vaso

cia en la que se encuentra in utero a un estado
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pulmonar, donde estimula la enzima sGC, aumen-
tando asi la produccién de cGMPS. El aumento de
la concentracién de cGMP, produce vasodilatacién
por dos mecanismos: el primero, estimulando pro-
teinas quinasas de tipo G las que fosforilan canales
de potasio de alta conductancia dependientes de
calcio (canales KCa), promoviendo su apertura’™
vy la hiperpolarizacién de la célula muscular lisa, lo
cual inhibe la entrada de calcio por canales de cal-
cio operados por voltaje (canales de calcio tipo L).
En el segundo mecanismo el aumento de cGMP
reduce la liberacién de calcio desde depésitos in-
tracelulares®. La reduccién de la concentracién in-
tracelular de calcio en el misculo liso produce su
relajacion?. Ademds, el NO posee un importan-
te efecto antimutagénico de las células musculares
lisas, lo que contribuye a la disminucién del tono
vascular basal 1.

Diversos factores controlan la produccién de
NO, regulando la actividad de eNOS, su expresién a
nivel transcripcional y postranscripcional 12:13:14.15,
En el feto de oveja, se ha visto que el mRNA, la
proteina y la actividad de eNOS en el pulmén au-
mentan en el dltimo cuarto de la gestacién'® lo que
contribuye a la regulacién del tono vascular en este
tltimo periodo de vida fetal?. Avin cuando NO no
es el tinico vasodilatador responsable de la dismi-
nucién de la resistencia vascular pulmonar al nacer,
su liberacién parece contribuir de manera muy sig-
nificativa a este proceso3.

La hipertensién pulmonar persistente es una
de las principales causas de patologfa en recién na-
cidos de término; su incidencia es aproximadamen-
te 1 por cada 500 nacidos vivos, y su mortalidad
varia entre un 20% y un 50 % de los casos. Com-
ponentes importantes en esta patologia son la va-
soconstriccién pulmonar y el consiguiente aumen-
to de la resistencia vascular pulmonar, incluyendo
una disfuncién endotelial, con disminucién de pro-
duccién de factores vasodilatadores y aumento de
la produccién de factores vasoconstrictores, lo cual
produce una hipoxemia severa y mantenida en el
recién nacido®1718, El aumento de la resistencia
vascular pulmonar neonatal puede deberse, entre
otras cosas, a un aumento del grosor de las capas
musculares de las arterias pulmonares y de las ar-
teriolas pulmonares periféricas, en respuesta a la
hipoxia fetal crénica!®.

La hipoxia fetal es una complicacién frecuen-
te durante el embarazo y el parto. El feto crece y
se desarrolla en un ambiente intrauterino de baja
PQO,, la que puede ser consecuencia, entre otras, de
una menor oxigenacion de la sangre materna como
la que ocurre por exposicién a las grandes altitu-

deslg

Puesto que la hipoxia fetal crénica es una cau-
sa importante de hipertensién pulmonar, y que esta
patologia implica, entre otros factores un desbalan-
ce entre mecanismos vasoconstrictores y mecanis-
mos vasodilatadores en la circulacién pulmonar, y
que NO es un importante vasodilatador, en este
trabajo se evalué si la hipoxia crénica in utero pro-
duce una disminucién de la expresién de eNOS en
la etapa fetal., lo que podrfa contribuir a un ma-
yor riesgo de hipertensién pulmonar al nacer. Para
ello se comparé la expresién de eNOS entre fetos
de oveja gestados en tierras bajas y fetos de oveja
gestados en tierras altas en el altiplano andino.

Materiales y Métodos

Animales

Fueron utilizados cinco fetos de oveja gestados en
tierras bajas (Santiago, 520 metros sobre el nivel
del mar) que constituyen el grupo control o Cy
cinco fetos de oveja gestados en tierras altas (Putre,
3580 metros sobre el nivel del mar), que constitu-
yen el grupo H o hipéxico, con un 80 % de gestacién
cursada. Todos los procedimientos fueron aproba-
dos por el Comité de Bioética sobre la Investigacién
en los Animales de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile (Protocolos CBA 040 y 097)
y siguen las recomendaciones de Guiding Princi-
ples for Research Involving Animals and Human
Being of the American Physiological Society y de
UK Animals Scientific Procedures Act., 1986.

Protocolo de diseccién

Luego de una extraccién por cesdrea, los fetos fue-
ron sometidos a eutanasia mediante una sobredosis
anestésica con tiopental sédico (Tiopental L.CH..
100mg/kg) y aplicacién de cloruro de potasio (KCI)
saturado. Los pulmones fueron trozados, congela-
dos réapidamente en nitrégeno liquido y almacena-
dos a —80 °C hasta su uso.

Preparacién de extracto libre de células

Se prepararon extractos totales de pulmén adap-
tando una metodologia ya descrita2’. Se homo-
geneiz6 un trozo de pulmén en 5 volimenes de
un buffer de lisis de composicién: 150mM NaCL
10mM EDTA, 50mM Tris-HCL pH 7.4, 14mM 3
mercaptoetanol y 0,1% Tween-20, suplementade
con inhibidores de proteasas (PMSF 0,5mm, leu-
peptina 0.002 mm y pepstatina a 0,001 mm). El ho-
mogeneizado se incubé en hielo por 30 minutos
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agitacion ocasional y luego se centrifugé a 10000g
; por 10 minutos a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante
- [extracto total), cuya concentracién de proteinas se
- midi6 por el método de Bradford?! y se congel6 a
- —80°C en alicuotas hasta su uso.

' Mlm
s proteinas del extracto fueron separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo con-
diciones desnaturantes, posteriormente fueron elec-
otransferidas a membranas de nitrocelulosa, bajo
iciones estandar (40 mA por una hora para
y 50 V por 2 horas para la trans-
. La membrana de nitrocelulosa fue blo-
por incubacién con leche descremada al 4 %
r fosfato salino (PBS) por una hora y lue-
ub6 durante una hora con un anticuer-
o monoclonal anti eNOS (Transduction
es, 1:250) o un anticuerpo monoclonal
*tina (Sigma, 1:5000) (como proteina de
a) en leche al 0,4% en PBS y tween-20
“n seguida se lavo la membrana 3 veces
tos con PBS tween-20 al 0,1 % y se in-
un anticuerpo secundario monoclonal anti
2= ratén acoplado a peroxidasa (Jackson Im-
wesearch, West Grove,USA, 1:5000) en leche
2% en PBS y tween-20 al 0,1% por una ho-
lavando nuevamente otras 3 veces la membrana
ues de la incubacién. La senial de eNOS o de §-
actina fue visualizada por quimioluminiscencia con
w (Super Signal ECL, Pierce) segui-
lorradiografia. Se realizaron experimentos
iblot preliminares con distintas cantida-
racto pulmonar y diferentes tiempos de
m la autorradiografia, para deter-
b -las condiciones adecuadas de semicuantifica-
~ cion (Figura 1). En estos experimentos se deter-
mino utilizar tiempos 6ptimos de exposicién de 30
segundos para eNOS y de 5 segundos para 3-actina
en la semicuantificacién final (Figura 1A) y cargar
10ug de proteina de extracto pulmonar por pista

ara 1B).

-
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Andlisis de Resultados

Las senales obtenidas por inmunoblot fueron es-
caneadas y posteriormente analizadas por densito-
metria mediante el programa Scion Image (Scion
Image Beta 4.02 Win; Scion Corporation, MD,
USA). Los resultados fueron expresados como me-
dia + error estandar de la razén eNOS/3-Actina. El
analisis estadistico de los datos fue realizado con un
test de Mann-Whitney, considerando un p = 0,05

como significativo al comparar los promedios entre
los grupos?*

Resultados

La razén eNOS/p-Actina del grupo H (0,784 =+
0,130) no presenté diferencias estadisticamente sig-
nificativas con respecto al grupo C (0,776 £ 0,075)
(Figura 2).

Discusion

En este trabajo no se detectaron cambios en la ex-
presion de eNOS en pulmén de fetos de oveja de
80 % de gestacién, gestados en altura, en compa-
racion con fetos de oveja gestados en tierras bajas.
Estos resultados difieren de lo observado en un mo-
delo de HPP producido por hernia diafragmaética
en humanos, donde el andlisis post mortem de los
pulmones de estos recién nacidos indica una dismi-
nucién de la inmunodeteccién de eNOS en los va-
sos pulmonares®®. Por otra parte, el anélisis post
mortem de pulmones fetales humanos sometidos a
hipoxia e HTP producto de una linfangiectasia pul-
monar congénita muestra un aumento de la expre-
sién de eNOS?9, lo que concuerda con la regulacién
de la expresién de eNOS por los Factores de Trans-
cripcién Inducibles por Hipoxia (HIF)?7. Algo si-
milar se ha observado en ratas adultas sometidas
a hipoxia crénica, las que aumentan la expresién
pulmonar de eNOS 2?8, Tomados en conjunto, estos
antecedentes sugieren que la regulacién de eNOS
bajo condiciones de hipoxia y/o hipertensién pul-
monar varia segiin el modelo y la patologia. Nues-
tros resultados tienen varias posibles explicaciones.
Primero, que la expresién de eNOS por accién de
hipoxia crénica se vea afectada solo durante el 1ilti-
mo tercio o el tltimo cuarto de la gestacién, justo
cuando deberia producirse el aumento de la expre-
sién y la actividad de eNOS durante el desarrollo
del feto de oveja?. Dado que analizamos fetos de
oveja con un 80 % de gestacién, es posible que no
estuviéramos dentro de la ventana de tiempo en que
la hipoxia crénica afecta la expresion de esta enzi-
ma. Segundo, la expresién de eNOS no es suficiente
para determinar su funcién, ya que la enzima pue-
de ser activada por fosforilacién en un residuo de
serina o inactivada por fosforilacion en un residuo
de treonina??, y nuestro estudio no da cuenta del
estado de fosforilacion de eNOS en ambos grupos
experimentales. Tercero, es posible que los cambios
de expresién de eNOS no intervengan en la génesis
de la hipertensién pulmonar como resultado de la
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Fig. 1: A: Placas autorradiograficas obtenidas en experimentos preliminares para la calibracién del método, a distintas cantidades
de proteina y tiempos de revelado. B: Andlisis densitométrico de la Curvas de Calibracién obtenidas para probar la eficacia del
método planteado, obtenidas a partir de las placas de la Figura 1A. En ambos casos, a 10ug de proteina se encuentran ambas
dentro del rango lineal de sensibilidad, por lo tanto se usé esa cantidad de’proteinas por muestra para nuestros experimentos
finales.
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Fig. 2! La figura muestra claramente la diferencia no significativa en las razones eNOS/3-Actina obtenidas entre los grupos control
(C) e hipéxico (H).
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hipoxia crénica en este modelo experimental. Estu-
- dios futuros deberian estar enfocados a determinar
si existen cambios de actividad de la enzima en fe-
tos de oveja de término crénicamente hipéxicos o
~ en recién nacidos.
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