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RESUMEN

Antecedentes

La ganancia excesiva de peso durante la gestacion contribuye a un desbalance en
el aporte de nutrientes que influye en la reprogramacion de vias moleculares de la
organogénesis, aumentando el riesgo de desarrollar anomalias congénitas en el
corazén. Durante la cardiogénesis, la apoptosis actua programando la muerte
celular sin afectar el tejido que las rodea, controlando el nimero de células, y el
remodelado de 6rganos. Por lo tanto, alteraciones en el proceso originan cambios
en la estructura cardiaca en desarrollo.

Objetivo

Determinar el efecto de la obesidad materna sobre el patrén de apoptosis en la
cardiogénesis tardia en fetos de rata Wistar.

Materiales y Métodos

Se establecié un modelo de obesidad materna adquirida por dieta, en ratas Wistar
adultas. Para el estudio de la apoptosis cardiaca se utilizaron corazones
provenientes de fetos de ratas normopeso y obesas.

Se evaluo el perfil de apoptosis por cuantificacion de células inmunomarcadas
positivas para la caspasa 3 activada y células con nucleos fragmentados
(TUNEL positivas). La cuantificacién se realizdé bajo microscopio de luz, en cinco
regiones especificas del corazon fetal: atrios, ventriculos y tabique interventricular.

Posteriormente, se realizaron pruebas de significancia estadistica, para contrastar
las diferencias existentes entre los grupos. El software para el analisis estadistico
de datos fue Excel (Microsoft Office 2013) y R, de libre acceso.

Resultados

El estadistico de prueba (valor p), para caspasa 3 activada en el estadio E13.5 fue
significativo entre los grupos experimentales, en ventriculo derecho e izquierdo
con un valor p<0.05 y en el atrio izquierdo (p< 0.040) respectivamente. Para el
estadio E16.5, fue significativo entre los grupos experimentales a nivel del tabique
interventricular con un valor p <0.077.

La evaluacion de TUNEL en E13.5, solo mostré diferencias significativa en la
region del atrio derecho con un valor p< 0.003.
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En la edad gestacional E16.5, los grupos experimentales, solamente presentaron
diferencias significativas en el atrio derecho y el tabique interventricular, con un
valor p <0.05.

Con base en los resultados de esta investigacion se concluye que el biomodelo de
obesidad materna adquirido por dieta de cafeteria establecido en el Bioterio de la
Universidad del Valle, afectdé el proceso de apoptosis durante la cardiogénesis
incidiendo en el desarrollo normal de las camaras cardiacas que son compatibles
con hipoplasia del ventriculo izquierdo, hiperplasia del atrio derecho e izquierdo y
en la formacion del tabique interventricular.

Este trabajo sienta las bases del establecimiento de una relacién directa entre la
obesidad materna y las malformaciones cardiacas, brindando un biomodelo que
nos permite abordar esta patologia desde las ciencias basicas, lo cual nos
permitird en un futuro cercano ahondar en la patogenia de la obesidad.
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2. INTRODUCCION

El presente trabajo, es el producto de la investigacion realizada sobre “Efectos de
la obesidad materna sobre el patron de apoptosis en la cardiogénesis tardia de la
rata Wistar”. Hace parte de la linea de investigacion de biologia tisular del grupo
de tejidos blandos y mineralizados (TEBLAMI), se enmarca dentro del area de
formacion de la Maestria en Ciencias Biomédicas de la Universidad del Valle.

Para efectos de comprender tanto los alcances de la investigacion como los
resultados obtenidos, es necesario hacer algunas precisiones acerca de diferentes
conceptos relacionados con el tema de la cardiogénesis en la rata.

Esta investigacion nos aporté conocimiento sobre el impacto que la obesidad
materna, considerada una de las pandemias mas recientes, tiene sobre el
desarrollo embriolégico de algunos 6rganos, en este caso, el corazon.

El propésito de este trabajo fue realizar un estudio que permitiera determinar el

efecto de la obesidad materna sobre el patron de apoptosis en la cardiogénesis
tardia en fetos de rata Wistar.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 'Y JUSTIFICACION

3.1 Apoptosis y Obesidad

Actualmente la obesidad y el sobre peso, son considerados un problema de salud
publica convirtiéndose en una epidemia mundial y en la principal causa de las
comorbilidades, como la diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares, varios
tipos de cancer y otros problemas de salud que pueden conducir a una mayor
morbilidad y mortalidad (1). Ha sido definida como la acumulacion excesiva de
grasa en el organismo que conlleva a un aumento de peso corporal con respecto
al que corresponderia segun la estatura, el sexo y la edad de la persona. Es asi
que para el afio 2000 la organizacion mundial de la salud (OMS) le dio estatus de
epidemia global (2). Con mayor prevalencia en los paises desarrollados y en la
poblacion adulta se ha incrementado draméaticamente en las Ultimas décadas,
especialmente en el mundo occidental y en paises desarrollados, reportandose
mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres (3).

Con base en el indice de masa corporal (IBM), se ha establecido la siguiente
categorizacion, peso normal:18.5-24.9 kg/m?, con sobrepeso 25-29.9 kg/m?
obesidad tipo | entre 30-34.9 kg/m?, obesidad tipo II: 35-39.9 kg/m?, y obesidad
tipo 1ll: 40 kg/m2 o mas (3). Datos epidemiologicos de la encuesta nacional en
Salud y Nutricién, reportan que a partir de 2007-2008, el 28 a 32% de las mujeres
en edad reproductiva, eran obesos y que el 7,2 a 8,4% de ellas eran
morbidamente obesas (indice de masa corporal (IMC) 240 kg / m?.

La Organizacion Mundial de la Salud predice que para el afo 2015,
aproximadamente 2.3 millones de adultos en todo el mundo presentan sobrepeso
y mas de 700 millones son obesos (3).

En Colombia, el estudio de Analisis de Situacion de Salud realizado por la
Universidad de Antioquia para el Ministerio de la Proteccién Social determind que
la obesidad alcanza un 13,7% con diferencia marcada por sexo, siendo del 8,8%
en los hombres y 16,6% en las mujeres. En este estudio se establecié también
que, la primera causa de mortalidad es ocupada por las enfermedades
cardiovasculares, las cuales estan asociadas en gran proporcién con el sobrepeso
y la obesidad (2)(4).

La obesidad y el sobrepeso previo al embarazo, asi como la ganancia excesiva de
peso durante la gestacion son factores negativos que implican complicaciones
para la embarazada, su feto y neonato (5). Por lo que las pacientes gestantes con
obesidad son catalogadas como embarazo de alto riesgo. De acuerdo al indice de
masa corporal (IMC) (6).
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La prevalencia de la obesidad materna ha aumentado rapidamente en las ultimas
dos décadas. En Estados Unidos, alrededor del 64% de las mujeres en edad
reproductiva tienen sobrepeso y el 35% son obesas, siendo este patron similar en
Europa. Existiendo, un vinculo adverso entre el ambiente intrauterino y el embrion
o feto, bajo peso al nacer y posterior muerte fetal. A partir de modelos animales y
estudios en humanos se ha sugerido que la obesidad materna también crea un
efecto adverso en el medio ambiente uterino, el cual a largo plazo tiene efectos
sobre la descendencia (7). La obesidad materna, provoca complicaciones en el
embarazo, tales como diabetes gestacional, hipertension y pre eclampsia y afecta
el crecimiento fetal. EI ambiente hormonal y bioquimico alterado para el desarrollo
embrioffetal, influye negativamente en el desarrollo de los diferentes 6rganos, por
lo que hijos de madres obesas estan sujetos a un mayor riesgo de muerte fetal,
patrones de crecimiento alterado y anomalias congénitas (8). Siendo los
principales defectos del corazén, del tubo neural y defectos orofaciales (9).

Durante el resto de la gestacion existe mayor incidencia de diabetes mellitus
gestacional, y muerte fetal entre otras. En cuanto a las complicaciones fetales y
del recién nacido se incluyen macrosomia, muerte fetal y malformaciones
congénitas. El impacto de la obesidad materna se extiende mas alld de la vida
intrauterina y neonatal, pudiendo generar complicaciones a largo plazo como
obesidad, diabetes, hipertension, sindrome metabdlico y una variedad de
enfermedades cardiovasculares entre las que se cuenta accidente vascular
cerebral, infarto, insuficiencia cardiaca congestiva, angina de pecho vy
miocardiopatias (10) (11).

A nivel cardiaco, se ha reportado, durante el desarrollo una alta prevalencia de
hipoplasia izquierda del corazén, transposicion de vasos, defectos de cojines
endocardiales, tetralogia de Fallot, defectos del septum ventricular, septum atrial y
coartacién de la aorta, en hijos de madres obesas (9).

Es muy poco lo que se conoce en relacion a la formacion de los cardiomiocitos en
un ambiente obesogénico, pero es claro que en el adulto la homeostasis del
musculo cardiaco depende de recambio continuo de las organelas por medio del
proceso de autofagia. Las fases tempranas de obesidad visceral se caracterizan
por acumulacion de grasa en el miocardio, que induce un estado inflamatorio,
estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial, que posteriormente se agravan con el
tiempo, exacerbando estos procesos e induciendo la fibrosis cardiaca. La
asociacion del estado de obesidad con insulinorresistencia, produce un incremento
en el dafo de las células cardiacas que anula la capacidad de reparar los dafios
por medio del mecanismo de autofagia, dirigiendo a las células a muerte celular
programada (apoptosis) (12).

Dada las limitaciones para estudiar los efectos de la obesidad materna en

humanos durante la cardiogénesis, se hace necesaria la utilizacion de modelos
animales, que permitan y sustenten estos estudios y generar nuevas propuestas
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para el entendimiento de los diferentes mecanismos involucrados. En este sentido,
diferentes estudios en modelos animales han sido empleados; por ejemplo en
ratas Zucker obesas, se demostré que los cardiomiocitos presentan un incremento
en los niveles de componentes pro apoptéticos de la familia Bcl-2, mientras que
los miembros anti apoptéticos estan disminuidos. Ademas, en el corazon de ratas
obesas existe un incremento del Citocromo c citosélico (indicativo de la
liberacion mitocondrial de agentes apoptéticos). Sumado a un aumento en los
niveles de caspasa 9 y caspasa 3 activada. Este desbalance en los marcadores
moleculares de la apoptosis indicaria un posible mecanismo que lleva a la falla
cardiaca en esta patologia (13).

Por otra parte, estudios recientes muestran los efectos de la apoptosis en la
expansion del tejido adiposo, donde la muerte celular programada promueve el
incremento en el recambio celular. Esta alta tasa de recambio celular puede ser
monitoreada en sangre estudiando los niveles de DNA circulante. En mujeres
embarazadas la hipertrofia del adipocito es el mecanismo principal por el cual
aumenta el contenido de lipidos en el organismo pero se asocia también con el
estimulo de un grupo de pre adipocitos de alto recambio que pueden crecer y
diferenciarse (12).

De estos antecedentes se establece que el mecanismo de apoptosis
aumenta su grado de activacién en relacion con la obesidad. Siendo la
muerte celular programada un marcador de dafio tisular inducido por esta
patologia.

3.1.1 Apoptosis y desarrollo cardiaco

Durante el proceso del desarrollo embrionario de un organismo o durante los
procesos encaminados a mantener la homeostasis de éste, es necesario eliminar
células no deseadas, por medio del proceso de apoptosis. Proceso genéticamente
regulado y caracterizado por la activacion de proteasas especificas (caspasas),
que le confieren a la célula una morfologia especial y que finaliza en la fagocitosis
de la misma sin infiltrado inflamatorio.

En el sistema cardiovascular, como en otros sistemas del organismo, este tipo de
muerte es un fendmeno fisiolégico durante el desarrollo embrionario vy
fisiopatologico en la vida adulta. En el primer caso permite la eliminacion de
estructuras vestigiales, control del namero de células y remodelacién de las
estructuras (14)(15). Por otra parte, su desregulacion estaria implicada en la
aparicion y participacion en la fisiopatologia de diversas enfermedades cardiacas
(13).

Durante la morfogénesis y remodelacion de los tejidos cardiovasculares estan
implicados la regulacion y proliferacion celular, procesos que se encuentran
coordinados por apoptosis, el cual contribuye al desarrollo del tracto de salida
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embrionario, formacién de valvulas cardiacas, sistema de conduccion vy
remodelacion de la musculatura coronaria en desarrollo y de la estructura arterial
en respuesta a los cambios locales en la hemodinamica cardiaca (16).

Las zonas de muerte celular estan relacionadas con la formacion del septum, de
las vélvulas y de las estructuras vasculares. Las células apoptéticas identificadas
han sido fundamentalmente mesenquimatosas. Aunque pocos miocitos o células
endocardicas son hallados en proceso de muerte o muertos, esto ha sido atribuido
a que desaparecen rapidamente en la circulacion (14)(15) .

Estos antecedentes, indican claramente la importancia del mecanismo de
apoptosis en el desarrollo cardiaco normal. En la patologia cardiaca adulta el
proceso de apoptosis retoma su importancia frente a las sefiales
inflamatorias de la obesidad, por lo cual es de interés evaluar si la obesidad
materna puede inducir cambios en el patron de apoptosis durante la
cardiogénesis del embrién en desarrollo.

Recientemente se acufié el término de epigenética nutricional para describir el
efecto de los nutrientes sobre el ADN/cromatina y por tanto sobre la expresion de
genes, siendo capaz de programar y reprogramar las conexiones biolégicas con
consecuencias multi-generacionales. Los principales tipos de informacién
epigenética se generan a través de los siguientes procesos, eventos de
programacién y reprogramacion, en los cuales, el embrion parece ser
especialmente sensible a las adaptaciones inducidas por nutrientes en la
expresion genética. De este modo, aquellos patrones o perfiles de expresion
genética durante la fase embrionaria pueden persistir y condicionar los patrones
de expresion en los adultos. Se postula la teoria de que los nutrientes pueden
actuar en las fases tempranas de la vida reprogramando los efectos adversos en
la vida adulta, dando lugar a riesgos para hipertension, obesidad, resistencia a
insulina y enfermedades cardiovasculares (17).

El efecto de la sobrealimentacion materna podria inducir cambios severos en
el perfil del patron de apoptosis durante el desarrollo embrionario generando
alteraciones en la formacion del corazébn como cambios mas sutiles que
seran puestos en evidencia en el individuo adulto frente a situaciones de
estrés tisular, lo que explicaria la alta asociacién de hijos de madres con
sobrepeso y/u obesidad con enfermedades cardiovaculares.

De acuerdo a todo lo anteriormente expuesto, se plantea el siguiente problema de
investigacion:

¢La obesidad materna genera cambios en el patrén de apoptosis durante la
cardiogénesis tardia de la rata Wistar?
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4. MARCO TEORICO

4.1. Antecedentes

En las dltimas décadas la obesidad y el sobrepeso, se han incrementado
dramaticamente a nivel mundial. Alguna vez considerados problemas de paises
con ingresos altos, la obesidad y el sobrepeso estan en aumento en los paises
con ingresos bajos y medios, especialmente en las areas urbanas (18). Segun
estimaciones actuales de la Organizacion mundial de la Salud, en el 2014
alrededor del 13% de la poblacion mundial adulta (un 11% de los hombres y un
15% de las mujeres) eran obesos, y el 39% de los adultos mayores de 18 afios
(un 38% de los hombres y un 40% de las mujeres) tenian sobrepeso (19). Estas
estimaciones muestran que la sobrenutricion afecta en mayor parte a la poblacién
femenina, condicion similar a la reportada en el afio 2010 por la Encuesta Nacional
de la Situacién Nutricional en Colombia (19). Esto impacta de manera directa en
una mayor proporcion de mujeres en edad fértil que inician su embarazo con
sobrepeso u obesidad, incrementando los riesgos de complicaciones como
preeclampsia, diabetes mellitus gestacional, parto pretérmino, parto instrumentado
0 por cesaria; asi como también complicaciones para el feto y el neonato, como
defectos a nivel de tubo neural y el desarrollo de los miembros, malformaciones
cardiacas y orofaciales (20)(21).

4.2. Biomodelos como herramienta de investigacion de enfermedades
humanas

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las investigaciones
en ciencias biomédicas. Son utilizados como modelos para investigar y
comprender las causas, diagndstico y tratamiento de enfermedades que afectan al
humano (22).

Por ejemplo, en el estudio de la obesidad como resultado de un desequilibrio
prolongado de la ingesta de energia y el gasto energético; se han establecido
cinco diferentes modelos animales, que han proporcionado una contribucién
fundamental para el desarrollo de la comprensidon de los parametros basicos que
regulan los componentes del equilibrio energético, orientdndose entonces los
estudios a la fisiologia y a las bases genéticas (23). Los primeros modelos reflejan
mutaciones en un unico gen que se han presentado espontaneamente en colonias
de roedores y, posteriormente, se han caracterizado. El segundo enfoque es para
acelerar artificialmente la tasa de mutacion al azar mediante el tratamiento de
roedores con mutadgenos o radiacién. El tercer tipo de modelos son ratones y
ratas, en los cuales un gen especifico ha sido interrumpido o sobre expresado. Un
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cuarto grupo de animales, se refieren a experimentos donde la cria selectiva se ha
utilizado para derivar cepas de roedores que difieren en su grado de gordura. Por
altimo, se han realizado estudios de otras especies, incluyendo primates no
humanos y perros. Ademas de los estudios de la base fisiologica y genética de la
obesidad (23).

Los estudios de modelos animales también han referenciado acerca de los
aspectos ambientales de esta condicion; para lo cual se han utilizado murinos
como modelos experimentales para la realizacion de diferentes investigaciones
gue exploran las respuestas de los animales al alto contenido de grasa o alto
contenido de grasa / alto contenido de azucar, empleando dietas de cafeteria, asi
como estudios de farmacos candidatos a recuperar el balance energético (24)
(25).

Es asi que la utilizaciébn de murinos se constituye como una de las especies mas
utilizadas en las investigaciones biomédicas, ya que ofrecen una serie de ventajas
como son: el tratarse de un mamifero, en el cual gran parte de los procesos
bioguimicos y fisiolégicos son muy similares con los humanos. El tiempo
generacional es muy corto y tiene un alto indice reproductivo, su talla es pequefia
y son relativamente ddciles. Se puede controlar con relativa facilidad las variables
ambientales, mas precisamente el macro y microambiente fundamentales para el
desarrollo correcto de los experimentos, permitiendo su fécil reproductividad, su
mantenimiento en cautiverio es facil y economico. Dentro de los mamiferos, junto
con la especie humana es de las mas estudiadas y se conocen los mapas
genéticos asi como la secuencia completa de su genoma (26).

4.3. Anatomia del corazén en murinos

El corazon se encuentra ubicado en el térax, entre los dos pulmones y en posicién
ventral respecto a la columna vertebral, eséfago, trAquea y aorta dorsal. Tanto el
corazdn como las grandes arterias y venas estan cubiertos por el pericardio,
constituido por una capa celular delgada y transparente con depdsitos de grasa.
Posee cuatro cavidades; sus dos atrios, cada una de las cuales contiene un
componente venoso, un cuerpo, un apéndice, y un vestibulo de la valvula AV (atrio
ventricular), son fisica y funcionalmente separados por un tabique atrial. El septo
atrial estd formado por varios componentes, incluido el septum primum (SP)
anclado por una base muscular y el septum secundum (SS), la base muscular del
septum primum forma el suelo, o el borde antero-inferior, de la fosa oval mientras
gue el septum secundum contribuye a su borde superior (27). Las otras dos
camaras corresponden a los ventriculos (segmento ventricular), constituyendo
una cavidad derecha y una izquierda. Las camaras atriales y apéndices
auriculares son muy pequefas.
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Existen otras variaciones cuando se compara el corazén de los murinos con el de
humano, por ejemplo: 1) el tabique AV (AVS) es una estructura relativamente
gruesa y sobre todo muscular, 2) EI componente muscular de los IVS no es tan
compactos, 3) en el corazon del ratén las venas pulmonares se unen en una
confluencia pulmonar detras del atrio izquierda y 4) en el corazon del raton la vena
cardinal izquierda superior (LSCV) persiste en la vida postnatal (28).

Derecha lzquierda

Bronquio principal

Esofago

Septum interventricular
Ventriculo derecho
Ventriculo izquierdo

Atrio izquierdo

Atrio derecho

Pulmodn izquierdo

Pulmon derecho

10. Miocardio

11. Vena pulmonar

12. Aorta ascendente

13.3 Valvas —valvula tricuspide
14.4% Valvas —valvula bictspide
15. Vena cava superior derecha
16. Vena cava superior izquierda
17. Cavidad pericardica

18. Diafragma

000 1L Oy B W)

Figura 1. Corte Coronal de térax de ratébn Mus musculus cepa CFW. Estadio E17.
Aumento 75X estereoscopio Meiji RZT techno (Meiji). Camara fotografica acoplada
(DMS 750).

4.3.1. Histologia del corazén

Desde el punto de vista histologico, el corazon de los mamiferos, esta constituido
por: una pared, el esqueleto fibroso y el sistema de conduccion (29). La pared se
encuentra constituida por un endocardio interno, formado por células endoteliales
gue son continuas con el endotelio de los vasos que entran y salen del corazoén.

El endocardio juega un rol complejo y critico en el desarrollo del corazén,
particularmente en el desarrollo y formacién de valvulas y tabicacion (30). Recubre
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por completo los atrios y los ventriculos, ademas de cubrir todas las estructuras
que se proyectan en ellos como valvulas, cuerdas tendinosas y musculos
papilares. Consiste en tres (3) capas, la interna compuesta de endotelio, al que
brinda sostén el tejido conectivo laxo, la capa media formada por tejido conectivo
denso con numerosas fibras elasticas, en la parte externa de esta capa se
observan fibras de mdusculo liso. La capa méas profunda comprende tejido
conectivo de disposicion irregular y suele incluir tejido adiposo (30).

La tunica media, comprende el miocardio, consiste en una red de fibras de
musculo cardiaco anastomosadas con endomisio en su intersticio. EI musculo
cardiaco se compone de células musculares interconectadas en sus extremos por
discos intercalares (29)(31). El epicardio o tunica serosa, esta compuesto por una
capa de ceélulas mesoteliales en la superficie externa del corazén y su tejido
conjuntivo subyacente. Los vasos sanguineos y los nervios que irrigan e inervan el
corazén transcurren en el epicardio y estan rodeados por tejido adiposo (31). El
sistema de conduccion, consiste en ceélulas del miocardio especializadas en
desencadenar impulsos de contraccién y conducirlos por el corazon, estas fibras
musculares modificadas (miocitos conducentes), regulan las contracciones de
atrios y ventriculos de manera sincronizada (29). Histologicamente, los
cardiomiocitos nodales son pequefios, poseen pocos filamentos de actina y
miosina y un reticulo sarcoplasméatico escasamente desarrollado (28).

El esqueleto fibroso se observa en el origen de la aorta y del tronco de la vena
pulmonar (en los ventriculos izquierdo y derechos respectivamente), igualmente,
los orificios atrio ventriculares estan rodeados por anillos de tejido conectivo
fibroso (29). El esqueleto fibroso, provee puntos de fijacion del miocardio atrial y
ventricular, actia como aislante eléctrico al impedir el libre flujo de los impulsos
eléctricos entre atrios y ventriculos (32).

4.3.2. Desarrollo embrionario del corazén en murinos

En el embridén de los vertebrados, el corazén es el primer 6rgano funcional; su
desarrollo comienza en la gastrulacion con la formacién de mesodermo pre
cardiaco (27). Durante la cardiogénesis, se llevan a cabo diferentes procesos:
reclutamiento de células, fusion y tabicacion, facilitando asi la formacion del
corazdén con cuatro camaras. Las primeras células progenitoras cardiacas son
identificadas incluso antes de la gastrulacion a partir del epiblasto hacia el dia E7-
7,5. Posteriormente, se da una fusion en la linea media ventral en sentido craneo-
caudal originandose, un corazon tubular primitivo hacia el dia E8-9 después del
coito (dpc); esta formacion es de secuencia céfalo caudal por lo cual se forma
primero la porcion ventricular y a continuacion la auricula y por ultimo el seno
venoso. Este corazon primitivo, contiene una combinacion de miocardio en la parte
externa y endocardio en el interior. Los cardiomiocitos son claramente
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identificables y la presencia de miofibrillas se ve en el canal atrioventricular (AV) y
en la region del tracto de salida (27)(29).

Para el dia E8.5 a 9.5 se realiza la primera transformacion, originAndose una
estructura en forma de S con el fin de facilitar la adecuada madurez y
posicionamiento de las camaras cardiacas, lo que origina cambios de posicién de
futuro atrio derecho por encima del futuro ventriculo derecho (33).

Para el mismo tiempo, la gelatina cardiaca que reviste el interior del corazén
tubular, se remodela de manera desigual, a nivel de los cojines endocérdicos, en
el canal atrioventricular (AV) y en el tracto de salida. Durante esta transformacion
en el corazon tubular se distingue varios segmentos: los cuernos, el seno venoso
izquierdo y derecho, el atrio primitivo, el ventriculo, el segmento de entrada y el
segmento de salida del ventriculo. Posteriormente, se inicia una tabicacion a nivel
del atrio y el ventriculo para formar un corazén de cuatro camaras (33).

Los cojines endocardicos atrio ventriculares, se remodelan y contribuyen en la
formacion de las estructuras septales AV y valvulas AV (mitral y valvula
tricispide), y los tejidos del tracto de salida contribuyen en la formacion de las
valvulas semilunares de la aorta y la arteria pulmonar y a la septacion del tracto de
salida (28)(34)(35).

Simultdneamente, hacia el dia E8.5, se establece el sistema de conduccion de
impulsos (28), sin embargo otros autores referencian este evento a partir de E9.5.
Este sistema es el encargado del inicio y conduccién de las sefiales eléctricas en
el corazon, lo que conlleva a contracciones sincronizadas y ritmicas de las
auriculas y los ventriculos, en los roedores este sistema esta poco desarrollado; lo
constituye los nodos sinoatrial (SAN) y atrioventricular (AVN) y la conduccién
eléctrica de los ventriculos. Este ultimo comprende el haz atrio ventricular, las
ramas del haz izquierdo y derecho y el sistema periférico ventricular de
conduccioén (PVC). En el dia E11.5 se diferencia el nodo sinoatrial en la pared
antero medial de la vena cardinal comun, que en ultima instancia, dara lugar a la
vena cava superior. El desarrollo del AVN comienza a diferenciarse hacia el dia
E13, a partir de un grupo de células en la pared posterior del canal AV, hacia el
lado derecho. El haz de His y el paquete del haz AV discurren a través de la parte
superior del IVS (septum interventricular) , se origina hacia el dia E15.5 y a nivel
de la aorta se bifurca en las ramas derecha e izquierda (36).

El esqueleto fibroso, se diferencia después que el corazon tubular hace el giro a la
derecha, siendo distinguibles los 4 anillos o zonas de transicion en: 1) el anillo
sinoatrial entre el segmento de SV y el atrio primitivo, 2) el anillo AV entre el atrio
primitivo y el ventriculo primitivo izquierdo 3) el anillo principal o pliegue que
separa el ventriculo izquierdo primitivo del ventriculo derecho primitivo y 4) el anillo
ventriculo-arterial colocado en la unidén del ventriculo derecho primitivo con el
tronco o vias de salida (28).
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Otros autores referencian sobre la embriogénesis del corazon en roedores, dos
periodos:1)Premorfogénico: cuando el corazbn no se ha manifestado
morfologicamente, distinguiéndose solamente el grupo de células que le daran
origen, iniciAndose este proceso en la etapa de blastula y 2) Morfogénico, cuando
existe una manifestacion morfoldgica del érgano y se inicia con el corazon en
forma de tubo recto (32).

Por el contrario, Franco et al 2002, referencian que el proceso de cardiogénesis,
se lleva a cabo en seis fases que coordinan para dar origen al érgano. En la
primera etapa, las crestas precardiacas, reciben sefiales del ectodermo y
endodermo para formar futuros cardiomiocitos. En la etapa dos, las crestas
cardiacas se fusionan en la linea media embrionaria para originar un tubo cardiaco
primitivo, formado por miocardio y endocardio, las cuales estan separadas por una
matriz de tejido (gelatina cardiaca). Cuando el tubo cardiaco realiza un giro a la
derecha constituye el primer signo morfolégico de cambio de asimetria, evento
caracteristico de la tercera etapa. La diferenciacién de regiones distinguibles,
como atrio, canal atrioventricular, ventriculo embrionario y tracto de salida,
caracterizan la cuarta fase (35).

En la quinta fase, se da la formaciéon de un tabique para obtener un corazén con
un doble circuito. Cuando se desarrolla el tabique interventricular se genera los
ventriculos derecho e izquierdo. El atrio primitivo se divide en atrio derecho e
izquierdo por la formacion de complejos septos interauriculares. La separacion de
los tractos de entrada y tractos de salida, y del canal atrioventricular, se origina de
la fusion del cojin cardiaco mesenquimatico y su reemplazo posterior por los
miocardiocitos. Durante la sexta etapa, se da una reestructuracion para que se
complete la formacion de las dos camaras atriales y dos camaras ventriculares,
con sus respectivas vias de entrada y salida (35) (33).

Durante todos estos procesos de morfogénesis cardiaca y remodelacién de
tejidos, estan implicados la regulacion y proliferacion celular, al igual que
mecanismos coordinados de apoptosis. En el corazén, una clara evidencia
apunta hacia la apoptosis focal como contribuyente al desarrollo del tracto
de salida embrionario, véalvulas cardiacas, sistema de conduccién, y la
vasculatura coronaria en desarrollo (16).
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Figura 2. Etapas tempranas del desarrollo cardiaco en murinos. La etapas tempranas
de formacién se inician con el desarrollo de una creciente (media luna) cardiaca. Una
etapa de formacion de tubo recto, seguido de una torsion y rotacion del tubo cardiaco.
Finalmente se lleva a cabo el remodelamiento y crecimiento cardiaco. Abreviaturas:
Ventriculo izquierdo (LV), ventriculo derecho (RV), tracto de salida (OT), seno venoso
(SV), atrio izquierdo (LA), atrio derecho (RA), Ventriculo (V), cojines cardiacos (CC),
septum ventricular (SV), septaciéon atrial (AS), septum atrial primario (verde) y septum
atrial secundario (AS) (en rosado), arteria aorta (AO), arteria pulmonar (AP). Ventriculo
izquierdo (LV), ventriculo derecho (RV), tracto de salida (OT), seno venoso (SV), atrio
izquierdo (LA), atrio derecho (RA), Ventriculo (V), cojines cardiacos (CC), septum
ventricular (SV), septacion atrial (AS), septum atrial primario (verde) y septum atrial
secundario (AS) (en rosado), arteria aorta (AO), arteria pulmonar (AP) (33).
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4.4 Definicion proceso de apoptosis

La apoptosis es un proceso biolégico de muerte programada o suicidio celular
presente en todas las células de los metazoarios. Mantiene un equilibrio entre la
regeneracion de las células pluripotenciales o células madre y la eliminacién de
células que ya han servido con su propdsito, que se han reproducido en exceso, 0
en las que existe dafio genético irreparable (37). Por lo tanto, durante la
transformacion del embrion hasta el organismo adulto, millones de células mueren
sin dejar cicatrices ni activar repuestas inflamatorias. Este fenbmeno no tiene lugar
de una forma aleatoria, sino que se trata de un proceso activo, bien definido, en el
que las células estdn destinadas a morir en un tiempo determinado. En
condiciones fisiologicas las células privadas de factores de supervivencia,
lesionadas o envejecidas “se suicidan” mediante un programa de muerte celular
regulado de forma ordenada (38). Esta implicada en importantes procesos durante
el desarrollo de estructuras, incluyendo las extremidades, varios sistemas y
organos por ejemplo los rifiones y el corazon (35)(39).

Se relaciona con la formacion de multiples estructuras, histogénesis y
remodelacion tisular, lo que contribuye a mantener la homeostasis en los
organismos. La funcionalidad de la muerte celular es diferente durante el
desarrollo embrionario, durante el cual, se da la eliminacién de estructuras
vestigiales (muerte celular filogenética); control del numero de células en
espacio y tiempo y la remodelacién de las estructuras, es decir la muerte
celular morfogenética. Existiendo diferencias regionales de sitios de muerte
celular segun la especie (40) .

4.4.1. Caracteristicas del proceso de apoptosis

Los procesos apoptoticos se caracterizan por cambios morfolégicos, bioquimicos y
moleculares como los que se describen a continuacién (41) (42).

1. Aumento brusco de la densidad intracelular. El reticulo endoplasmético se
dilata, formando vesiculas y fusionandose con la membrana plasmatica,
eliminando asi su contenido al medio extracelular. Esta rapida, pero selectiva,
salida de fluidos de iones intracelulares se encuentra mediada por
transportadores idnicos.

2. Incremento moderado, pero sostenido, de la concentracién de calcio libre
citoplasmatica [Ca*?], diferencia clara frente a los procesos de necrosis, donde
Su aumento es drastico.

3. Cambios en la composicion de la membrana celular. Translocacion de grupos
glicanos a la superficie celular que van a actuar como sefial de reconocimiento,
permitiendo la unién de fagocitos y, de esta manera, evitando la liberacién del
contenido celular y la posible reaccion de inflamacion.
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4. Alteracion en la conformacion de elementos del citoesqueleto. Como
consecuencia aparece una deformacion, resultado de la actividad de las
proteasas, modificandose el transporte intracelular retrogrado de factores de
crecimiento y de proteinas.

5. Aumento y activacion de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en
las rutas metabolicas de los procesos de muerte celular.

6. Condensacién y fragmentacién de la cromatina, por accién de endonucleasas
endogenas, en fragmentos denominados oligonucleosomas.

4.4.2 Etapas del proceso de apoptosis

Durante los procesos de muerte celular se pueden distinguir varias fases a saber:
Fase de activacion

Los procesos apoptéticos pueden ser activados por una induccién negativa (como
la pérdida de una actividad supresora, la falta de factores de crecimiento o la
disminucién de los contactos con las células que la rodean) o por una induccion
positiva como es el resultado de la unidon de un ligando a un receptor o la
recepcion de sefales conflictivas. Los receptores que participan en los procesos
de muerte celular se pueden clasificar en dos grupos: aquellos cuya activacion
siempre conduce a la muerte de la célula, conocidos como «receptores de
muerte» —receptor Fas y receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) — vy
aguellos que desempefia una funcion fisiolégica, pero su sobre-activacion puede
conducir también a la muerte (receptores de glutamato, de trombina y canales
i6nicos dependientes de voltaje) (42).

Fase de decision

Una vez que la célula recibe una sefal de muerte, los posibles destinos celulares
son dos: la supervivencia o la muerte. En esta fase se ha situado a la mitocondria
como organelo fundamental. Uno de los acontecimientos principales que tienen
lugar en la mitocondria es la alteracion de la permeabilidad de sus membranas
debido a la formacion de un complejo multi-proteico (poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial) que conduce a la liberacion del contenido intramitocondrial
como el citocromo C, el factor inductor de apoptosis y miembros de la familia de
las caspasas. Otros episodios son alteraciones en la cadena transportadora de
electrones, pérdida del potencial electroquimico de membrana y cambios del ciclo
metabdlico de éxido/reduccion (42).
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Fase de ejecucion

Una vez que la célula se encamina hacia la muerte, en su interior se produce una
serie de procesos bioquimicos que conducen a la degradacién de proteinas y de la
cromatina.

La protedlisis, a diferencia de la mayoria de las modificaciones postranslacionales,
es irreversible y quizas por ello es altamente especifica. Regula fenémenos
biolégicos criticos en los que se ve involucrado un grupo reducido de sustrato. La
mayoria de las proteasas son sintetizadas como precursores de muy baja
actividad catalitica que son activados por procesamiento proteolitico mediado por
la union a un cofactor o por la retirada de un inhibidor (42).

4.4.3 Caspasas asociadas a los procesos de apoptosis

La apoptosis es un proceso coordinado, dependiente de energia, que involucra la
activacion de una serie de cistein proteasas denominadas caspasas (cysteinil
aspartate-specific proteases) acompaifado por una compleja cascada de eventos
qgue unen el estimulo inicial con la desaparicion de la célula. Dentro de este
proceso hay una gran cantidad de interacciones proteicas como entrecruzamiento,
rompimientos, sintesis y degradacion, ademas de un reordenamiento de
estructuras celulares, elevando significativamente el consumo de energia por parte
de la célula, logrando asi su efectiva degradacion para finalmente ser “reciclada”
por parte de otras células (38) (43).

Entre las proteasas implicadas en los procesos de muerte celular se encuentran
las caspasas, las calpainas, y el complejo multiproteico denominado proteosoma.
Las caspasas son una familia de cistein-proteasas que han sido reconocidas como
los homdlogos en mamiferos del producto del gen pro-apoptético ced-3 del
nematodo C. elegans. Estas se organizan en tres grupos: caspasas implicadas
en la produccion de citocinas (caspasas 1, 4, 5 y 13), caspasas de
sefalizacion o de activacion de otras caspasas (caspasas 2, 8, 9 y 10) y
caspasas efectoras o ejecutoras de muerte (caspasas 3, 6 y 7) las cuales
hidrolizan sustratos selectivos. La activacion de las caspasas puede tener lugar en
respuesta a estimulos tanto extracelulares como intracelulares (43)(44).

4.4.4 Mecanismos celulares que controlan la activacion y funcion de las
caspasas

Las transformaciones morfologias y estructurales que sufren las células en las
cuales se desencadena un proceso de apoptosis, pueden iniciarse por dos vias de
sefalizacion: extrinseca e intrinseca (Figura 1). La cascada apoptotica
extrinseca o de membrana es activada a través de los receptores de la familia
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TNF tipo | (p55) que poseen dominios de muerte. Cuando estos receptores se
unen a ligandos especificos reclutan moléculas como FADD (Fas Associated
Death Domain) involucrada en la activacion de la Caspasa 8. En el caso de TNF, a
través de otras moléculas sefializadoras como TRAF2 (Tumor Necrosis Factor
Receptor Associated Factor 2), se dispara simultdneamente una cascada
protectora de apoptosis, con la activacion de NF-kB, via la degradacién de su
factor inhibidor kB y la translocacion del factor activo al nicleo(45)(46).

La via intrinseca o mitocondrial es activada en forma directa, independiente de un
receptor de membrana, por dafio al ADN (entre otras sefales). En ambos casos,
las proteinas de la familia Bcl-2: Bid, Bax, Bim o Bad, pueden cambiar su
localizacion solubles en el citosol o anclandose a membranas. Cuando se
localizan en la membrana mitocondrial, facilitan la salida del Citocromo c al citosol.
Otros miembros de la familia Bcl-2, cuyo rol es anti-apoptotico, como Bcl- 2 y Bcl-
XL compiten con los pro-apoptaticos en la regulacion de este proceso. Una vez en
el citosol, el Citocromo ¢ se asocia con proteinas adaptadoras y la pro- caspasa 9,
para formar el apoptosoma, que lleva a la activacion de esta caspasa. Tanto la via
de membrana como la mitocondrial a través de las caspasas iniciadoras,
convergen en la activacion de la caspasa 3, que es una caspasa efectora que
actla sobre otros substratos especificos para manifestar el fenotipo apoptotico.
Siendo la caspasa 3 activada un paso clave para la condensacion de la cromatina
y la fragmentacion del ADN en el proceso de apoptosis (43)(45)(46).
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Figura 3. Vias de sefalizacion extrinseca e intrinseca en el proceso de apoptosis.
La via extrinseca, es mediada por la activacion en la superficie celular de receptores de
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muerte (FasL), los cuales se unen a su ligando de muerte, reclutandose asi factores
citosdlicos (FADD y caspasa 8). Se formando el complejo DISC, se lleva a cabo la
activandose de las caspasas iniciadoras (caspasa 8). Seguidamente se rompe este
complejo e iniciAndose la activacion de las caspasas efectora (caspasa 3). La via
intrinseca se inicia en respuesta a un estimulos generado dentro de la célula (activacion
de oncogenes y/o dafio del ADN). Esta via es mediada en la mitocondria. En respuesta a
estimulos apoptéticos diversas proteinas son liberadas del espacio intermembranal de la
mitocondria hacia el citoplasma. Algunas de las proteinas bien caracterizadas incluyen: el
citocromo ¢, SMAC/DIABLO, AIF (factor inductor de apoptosis), EndoG (endonucleasa G).
Se inicia la activacion de la caspasa 9 y esta a su vez activa a la caspasa efectora 3
(43)(47). Fuente Tomada (48).

4.4.5 Apoptosis y desarrollo cardiaco

Durante el proceso del desarrollo embrionario de un organismo o durante
los procesos encaminados a mantener la homeostasis de éste, es necesario
eliminar células no deseadas, por medio del proceso de apoptosis. Proceso
genéticamente regulado y caracterizado por la activacion de proteasas
especificas (caspasas), que le confieren a la célula una morfologia especial y
gue finaliza en la fagocitosis de la misma sin infiltrado inflamatorio. En el
sistema cardiovascular, como en otros sistemas del organismo, este tipo de
muerte es un fendmeno fisiolégico durante el desarrollo embrionario y
fisiopatologico en la vida adulta. En el primer caso permite la eliminacion de
estructuras vestigiales, control del numero de células y remodelamiento (14)
(49). Por otra parte, su desregulacion estaria implicada en la aparicién y
participacion en la fisiopatologia de diversas enfermedades cardiacas (13).

El corazén es el primer 6rgano funcional que se forma a partir de la tercera
semana posterior a la concepcion, tiempo en el cual ya es posible observar el
latido cardiaco. Esta adquisiciéon temprana de la funcionalidad se debe a que el
subsiguiente desarrollo del embrion depende del sistema circulatorio para la
distribucion y el intercambio de nutrientes, oxigeno y productos de desecho. Por lo
tanto, la morfogénesis cardiaca requiere del re arreglo y la proliferacién celular,
cambios en la interaccion célula-célula, célula-matriz extracelular y Ila
remodelacion tisular. Como se introdujo previamente, durante el desarrollo
cardiaco la muerte celular programada, es un evento fisiolégico finamente
regulado en tiempo y espacio, por lo que el proceso apoptético, induce la
supresion de estructuras vestigiales, el control del numero de células y el
remodelamiento del corazén (49).

Proceso que juega un papel importante en el desarrollo del corazon, tanto del
pollo, raton y humanos (49). En embriones de raton 21 zonas de muerte celular
programada han sido identificadas entre los dias E13 a E17 de gestacion (40).
Siendo los principales lugares de apoptosis, los cojines del tracto de salida, los
cojines atrioventricular, las valvulas semilunares en desarrollo y las paredes de la
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aorta y el tronco pulmonar (49). Del mismo modo, patrones apoptoticos se realizan
tanto en el miocardio como en los cojines endocardicos en distintos tiempos
durante el desarrollo y en las regiones atrioventriculares (AV) (50).

Durante la etapa de formacion del bucle del corazén primitivo tubular, el proceso
de apoptosis participa, en la formacion de los tractos de salida entre los atrios,
dilatacion de las camaras, muscularizacion del infundibulo, formacion del tabique
atrio y ventricular, en la diferenciaciéon de las véalvulas y la formacién de la
vasculatura coronaria. lgualmente, es parte de los mecanismos de diferenciacion
celular (51) (52).

La apoptosis esta relacionada con la morfogénesis de las cuatro camaras y la
vasculogénesis en el d6rgano. Llevandose a cabo en momentos y regiones
especificas del 6rgano (53). En la base ventral del tracto de salida (OFT) donde se
conecta con el ventriculo y en el miocardio del OFT (50), a nivel del epicardio y
otras regiones donde la apoptosis se detecta a partir de E9 y persiste hasta que se
cubre completamente el corazén y el OFT hacia el dia E11 (15).

Para el dia E10.5-E18.5, otras regiones cardiacas bajo influencia del proceso de
apoptosis, es en el apice ventricular y surco interventricular. En la regién proximal
a la aorta es evidente hacia el dia E13.5 del desarrollo embrionario (15). Todo el
proceso entonces, es coordinado en diferentes etapas en las cuales el corazon se
remodela y organiza para dar origen al 6rgano definitivo y funcional (35)(39)(34).

Regula los mecanismos que implican a los cardiomiocitos de las zonas compactas
y trabecular de los ventriculos, desde el dia E11 al dia 16 en la cardiogénesis del
ratén (16). Siendo reportado por otros autores que las células del trabeculado del
ventriculo derecho sufren apoptosis hacia los dias E13.5-E14.5 (15). Durante la
formacion de las valvulas, de la aorta y el tronco pulmonar, y la parte superior del
tabique interventricular y morfogénesis ventricular (53).

Durante la formacion de los cojines cardiacos, se originan unas expansiones
constituidas de matriz extracelular (gelatina cardiaca), en los sitios de conexiones
atrioventricular y ventriculoarterial (valvulas mitral y tricuspide). Asi como en el
nodulo atrioventricular (16).

Los estudios realizados por Lakhani et al. (2006) muestran que las caspasas
efectoras 3 y 7 son clave mediadores en eventos mitocondrial de la apoptosis.
Referenciando que ratones deficientes en caspasas 3 Yy 7 murieron
inmediatamente después del nacimiento por defectos en el desarrollo cardiaco. El
examen histologico de doble knockout (para caspasa 3 y 7) en los corazones del
ratén reveld dilatacion de los atrios, desorganizacion y no compactacion de la
musculatura del ventriculo. Los autores concluyeron que la caspasa 3 controla la
fragmentacién del ADN y cambios morfolégicos de la apoptosis y la caspasa 7
parece ser mas importante para la pérdida de la viabilidad celular aunque el papel
combinado de ambas caspasas es crucial (54).
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Otros autores referencian, zonas de muerte y células apoptoticas identificadas
fundamentalmente mesenquimatosas y que pocos miocitos o células endocardicas
son hallados en proceso de muerte o muertos, suceso atribuido a que
desaparecen rapidamente en la circulacion (14) (15).

Estos antecedentes, indican claramente la importancia del mecanismo de
apoptosis en el desarrollo cardiaco normal. En la patologia cardiaca adulta el
proceso de apoptosis retoma su importancia frente a las sefiales
inflamatorias de la obesidad, por lo cual es de interés evaluar si la obesidad
materna puede inducir cambios en el patréon de apoptosis durante la
cardiogénesis del embridn en desarrollo.

Recientemente se acufio el término de epigenética nutricional para describir el
efecto de los nutrientes sobre el ADN/cromatina y por tanto sobre la expresion de
genes, siendo capaz de programar y reprogramar las conexiones bioldgicas con
consecuencias multigeneracionales. Los principales tipos de informacion
epigenética se generan a través de los siguientes procesos, eventos de
programacion y reprogramacion, en los cuales, el embrion parece ser
especialmente sensible a las adaptaciones inducidas por nutrientes en la
expresion genética. De este modo, aquellos patrones o perfiles de expresion
genética durante la fase embrionaria pueden persistir y condicionar los patrones
de expresion en los adultos. Se postula la teoria de que los nutrientes pueden
actuar en las fases tempranas de la vida reprogramando los efectos adversos en
la vida adulta, dando lugar a riesgos para hipertension, obesidad, resistencia a
insulina y enfermedades cardiovasculares (17).

El efecto de la sobrealimentacién materna podria inducir cambios en el perfil
del patron de apoptosis durante el desarrollo embrionario generando
alteraciones en la formacion del corazon. Estas alteraciones podrian mostrar
un abanico de defectos dependiendo de la severidad en el cambio del patron
de apoptosis, lo que podria conducir desde la aparicion de defectos
cardiacos congénitos hasta cambios mas sutiles que seran puestos en
evidencia en el individuo adulto frente a situaciones de estrés tisular, lo que
explicaria la alta asociacion de hijos de madres con sobrepeso y/u obesidad
con enfermedades cardiovasculares.

4.4.6 Obesidad y alteraciones cardiacas

En humanos, son mdultiples los reportes acerca de la relacion de la obesidad y
alteraciones cardiacas, ya que la obesidad es un factor de riesgo importante para
la enfermedad cardiovascular y la diabetes. Se asocia con una mayor incidencia
de hipertrofia del ventriculo izquierdo (LV), de cardiomiopatia e insuficiencia
cardiaca y muerte. La leptina, regula la ingesta de alimentos, el peso corporal y el
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almacenamiento de tejido adiposo y la homeostasis. Por lo que ratones con el gen
db presentan alteraciones en la regulaciéon de la leptina y resistencia a la insulina.
El gen DB, esta presente en el corazon y modula numerosos efectos de la
insuficiencia cardiaca y la hipertension. La apoptosis de los miocitos cardiacos se
incrementa en la insuficiencia cardiaca. Aunque la desregulacion de la leptina
puede aumentar la apoptosis a través vias de lipotoxicidad, los mecanismos de
apoptosis de los miocitos cardiacos se desconoce (55).

Otros estudios, referencian que la obesidad se asocia con cambios estructurales y
funcionales en el corazén de los seres humanos y modelos animales, generando
cambios a nivel del ventriculo izquierdo (VI), hipertrofia del atrio izquierdo (LA),
ampliacion y alteracion sistélica del ventriculo izquierdo (VI). Por lo que se asume
qgue la obesidad a largo plazo, dara lugar a insuficiencia cardiaca. Asociados con
otros factores de riesgo de desarrollar también, hipertension, diabetes,
hiperlipidemia (56) y disfuncion del corazén en estados de obesidad inducida por
dieta que conlleva a la disminucion de la potencia cardiaca (57).

Estudios sobre la composicion de los tejidos cardiacos de sujetos obesos son
pocos en humanos, lo que ha hecho necesario el uso de biomodelos animales que
pueden no reflejar con exactitud la condicion humana, pero que dan soporte a los
resultados. Igualmente, estudios en autopsias han permitido identificar diferencias
en los tejidos del corazén de sujetos obesos y no obesos. En general, estos
estudios han demostrado hipertrofia cardiaca, ademas de un grado variable de la
enfermedad arterial coronaria, incremento de grasa en el epicardio e infiltracion en
el miocardio (54).

Pocos estudios se han centrado en la incidencia de la obesidad en el ventriculo
derecho, reportando un ligero incremento en el tamafio de la cavidad y espesor de
pared en sujetos obesos en comparacion con un grupo de referencia de peso
normal (56).

En modelos de obesidad inducidas por dieta, en los que se han utilizado ratones y
ratas se ha reportado hipertrofia de ventriculo izquierdo (HVI), aunque existen
diferencias en la tension entre las especies y los efectos dependen de la edad.
En este sentido, algunos investigadores, han referenciado hipertrofia cardiaca en
los corazones de ratones ob/ob jovenes, por el contrario, otros sélo han observado
este fenotipo en los animales adultos, por el contario otros sélo han observado
este fenotipo en los animales adultos. Aunque en ratas Sprague-Dawley para un
maximo de 14 semanas de edad no se ha asociado con esta alteracion. Por el
contrario en ratas Wistar, con un periodo de alimentacion de 7 semanas y dietas
con alto contenido de grasa, las ratas parecen atenuar la presion de sobrecarga
con hipertrofia de ventriculo izquierdo (56).

De todos estos estudios se desprende una asociacion directa entre la
obesidad y presencia de alteraciones cardiacas, aunque mucho se conoce
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en la modificacion macroscopica que presenta este drgano frente a esta
patologia, los cambios a nivel histolégico del corazdén de los individuos
obesos adultos asi como los mecanismos de apoptosis, permanecen en
estudio.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la obesidad materna sobre el patron de apoptosis en la
cardiogénesis tardia en fetos de rata Wistar.

5.1.2 Objetivos especificos

5.1.2.1. Evaluar la inmunomarcacion y localizacion de la caspasa 3 activada en los
estadios E13.5y E16.5 procedentes de rata normopeso y obesa

5.1.2.2 Establecer la distribucion de células con nucleos fragmentados en los
estadios E13.5 y E16.5 procedentes de rata normopeso y obesa

6. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS

Como hipétesis de este trabajo de investigacion, se plantea:

Ho: La obesidad materna en ratas Wistar no genera cambios en el patron de
apoptosis en la cardiogénesis tardia de su descendencia.

Ha: La obesidad materna en ratas Wistar genera cambios en el patron de
apoptosis en la cardiogénesis tardia de su descendencia.
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 Tipo de estudio

Estudio experimental.

Los biomodelos maternos utilizados fueron seleccionados al azar y suministrados
por el Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, el cual cumple
con los requerimientos establecidos en las normas nacionales e internacionales
recogidas en el manual del Bioterio de la Facultad de Salud, Ley 84 de 1989; Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Institute of Laboratory
Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council y
reglamento del Bioterio (Resoluciéon No. 171 de Noviembre 10 de 2004 del
Consejo de la Facultad de Salud).

7.2 Seleccién de la muestra corazones fetales

Para la evaluacion de la morfologia cardiaca fueron evaluados n=40 corazones
procedentes del grupo control y (n=24) corazones procedentes del grupo obeso en
estadio E16,5.

7.2.1. Criterios de inclusién corazones fetales

Se emplearon 12 corazones fetales procedentes de las ratas control n=6 y del
grupo obeso n=6.

Se incluyeron en el estudio corazones que durante la diseccion no sufrieron dafios
en su morfologia externa.

Cortes de corazones fetales que durante el proceso histoquimico e
inmunohistoquimico permanecieran completos.

7.2.2. Criterios de exclusidn corazones fetales

Se excluyeron en el estudio cortes de corazones fetales que no presentaron una
tincion homogénea.
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7.3 Consideraciones éticas

El presente trabajo cont6 con el aval del comité de Etica Animal de la Universidad
del Valle segun ACTA N° 01-2012

Los procedimientos realizados durante el proyecto, no causaron sufrimiento a los
biomodelos de experimentacion. Durante la permanencia en el bioterio el bienestar
de los biomodelos fue continuamente supervisado por el grupo de trabajo. Todos
los procedimientos fueron realizados teniendo en cuenta las normas de
bioseguridad.

7.4 Disefio Experimental

7.4.1 Biomodelos

Las hembras de 60 dias de edad con un peso aproximado entre 190 a 210 gramos
y machos adulto 2 meses con un peso aproximado de 300 g, pertenecientes a la
especie Rattus norvegicus albinus cepa Wistar, fueron mantenidas en el Bioterio
bajo condiciones de luz-oscuridad (12-12 horas) y temperatura (22-23°C) y
humedad 38% a 66% controlada. Los biomodelos maternos y los machos adultos
fueron mantenidos en jaulas plasticas individuales, con unas dimensiones
correspondientes a 26 cm de largo x 23 cm ancho x 21 cm de alto.

7.5 Protocolo de Trabajo

El desarrollo experimental se realiz6 en el Bioterio de la Universidad del Valle y en
el laboratorio de Histologia. El protocolo experimental se llevé a cabo en tres
fases.

7.5.1. Fase | Establecimiento del modelo de obesidad adquirida por dieta

Doce (12) hembras adultas, fueron divididas en dos grupos; un grupo control
(n=6), el cual fue alimentado con dieta estandar (DE), dieta comercial LAB DIET
5001 (Lab Chow Rodentia Purina) comercializada por BIOSOLUCIONES (Bogota).
Origen, Estados Unidos, y cumple con las normas 1SO 9001:2008. En cuanto a la
composicién nutricional contiene, proteina cruda minimo 23,0%; grasa cruda
minimo 4,5%; fibra cruda méaximo 6,0%; cenizas maximo 8,0%, minerales
agregados maximo 3,0%.
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El grupo obeso (n=6), fue alimentado con dieta estandar (DE) comercial Lab Diet
5001, complementada con una dieta hipercalérica altamente palatable
denominada dieta de cafeteria (DC), compuesta por 21 alimentos diferentes
debidamente codificados y con contenido nutricional establecido.

Tabla 1. Alimentos suministrados a los biomodelos maternos durante la
dieta de cafeteria

Cdédigo K
Asignado Alimento calorias
1 Chitos 50
2 Queso doble crema 300
3 Tocineta 70
4 Chonticos 120
5 Papas fritas - Colombia 547,2
6 Panecillos de mantequilla 380
7 Galletas Festival 200
8 Chocolatina Jet crujiente 200
9 Chocorramo 300
10 Rosquillas Calefias 65
11 Pellet - Estandar LAB DIET 100
5001
12 Cereales Frutiboli 391,1
13 Cheese tris 220
14 Sandwich 146,5
15 Galletas Saltin 180
16 Browni 100
17 Galletas Saltin Trigo Maiz 419
18 Palomitas de maiz dulces 90
19 Jamon 60
20 Snacky 240
21 Salchicha Zenu 130

Durante un periodo de seis (6) semanas el alimento y el agua fue ofrecido en
exceso a ambos grupos. La ingesta de alimento fue monitoreada diariamente, el
peso, talla y circunferencia abdominal fue evaluado semanalmente.

Para confirmar la ganancia de tejido adiposo a expensas de la dieta de cafeteria,
se seleccionaron al azar 2 (dos) biomodelos, cada uno proveniente de los grupos
experimentales, esto con el fin de realizarles una Tomografia Computarizada
Abdominal (TAC), realizada en un Tomégrafo Bright Speed de 16 canales. Para
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realizar este procedimiento, cada biomodelo fue anestesiado con isofluorano via
inhalatoria. Una vez obtenidas las imagenes, se analizaron las regiones con la
densidad grasa, su localizacion y proporcion. Cuando los biomodelos
experimentales alcanzaron el 20% mas del peso inicial, se procedio a realizar el
seguimiento del ciclo estral y apareamiento de biomodelos.

7.5.1.1. Evaluacion del ciclo estral y establecimiento de la prefiez

A partir de la sexta semana de alimentaciéon de los biomodelos, se procedio
diariamente, entre las 7:00 y 9:00 AM, a la toma de citologia vaginal y
visualizacion en freso del extendido vaginal de los biomodelos de ambos grupos
con el fin de determinar el momento del celo y obtener los estadios gestacionales
para el estudio (E13.5y E16.5).

Brevemente, se procedio a la inmovilizacion y ubicacion del biomodelo en posicion
para toma de muestra, se deposité 100 ul de agua filtrada con pipeta plastica en el
canal vaginal y posterior se realiz6 aspirado. Finalmente, se procedi6 a la
realizacion de extendido en un porta objeto previamente marcado y se visualizé
los frotis en fresco utilizando un microscopio Olympus CH2 y se caracterizé segun
cada fase del ciclo estral el tipo celular dominante. (Figura 4)

Seleccion biomodelo (A). Exposicion canal vaginal (B). Introduccion micropipeta (C)
Deposito gotas agua (D). Succidn (E) . Preparacion frotis (F)

Figura 4. Toma de frotis vaginal. (A) Seleccion y disposicion del biomodelo.
(B) Exposicion del canal vaginal. (C-D). (E) Succion del moco vaginal. (F) Preparacion del
extendido.

Una vez establecida la fase del ciclo estral, los biomodelos que se encontraron en
proestro, fueron trasladados al area de apareamiento y depositados en la jaula con
un macho adulto de aproximadamente 300 gramos de peso corporal (Figura 5).
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A la mafana siguiente, en horas de la mafana, se realizd un nuevo extendido
vaginal y se determiné el dia 0,5 de prefiez ante la presencia de espermatozoides.
A patrtir de esta fecha, se realizé el seguimiento y distribucion de los biomodelos
tanto del grupo control como del grupo experimental segun las edades
gestacionales establecidas E13.5y E16.5.

Peso aproximado: 300 gr

o - e
QP
&N T (C»

Control Obeso
n=6 n=6

Figura 5. Distribucién de biomodelos en la fase de apareamiento.

7.5.2. Fase ll
Interrupcion de la prefiez

Finalizado el tiempo de gestacion, se procedié a la interrupcion de la prefiez de los
biomodelos para obtener los fetos en estadio E13.5 y E16.5 y sus respectivos
corazones, para ello se siguid el protocolo de diseccién de biomodelos maternos,
diseccion de utero e implantaciones bajo estereomicroscopio Meiji RZT techno
con camara fotografica acoplada Infinity 1. (Anexo 1).Finalmente con base en la
informacion registrada durante la fase de diseccion de biomodelos maternos, fue
analizado el perfil reproductivo teniendo en cuenta:

1. Tasa Fertilidad (N° de ratas prefiadas/N° de ratas en apareo)

2. Tasa Viabilidad (N° de fetos/N° de implantaciones X 100)

3. Tasa Reabsorcion (N° de embriones reabsorbidos/ N° de implantaciones X 100)
4. Perfil Reproductivo (Promedio de implantaciones por grupo)

Con base en el andlisis estadistico, se establecio que no hubo diferencias
significativas al evaluar la tasa de fertilidad. En cuanto a la tasa de viabilidad, los
biomodelos maternos provenientes del grupo obeso, presentaron menor numero
de implantaciones en comparacién con los biomodelos del grupo control, siendo
estas diferencias significativas con un (p <0.005).
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La tasa de reabsorcion, fue mayor en los biomodelos provenientes del grupo
obeso siendo esta diferencia estadisticamente significativa con un (p <0.005). En
cuanto al perfil reproductivo, no hubo diferencias significativas entre los grupos
experimentales control vs obeso (58).

Obtenidos los fetos, se realiz6 la diseccion y respectiva explantacion del corazon
fetal siguiendo el respectivo protocolo (Anexo 1). Posteriormente los corazones se
fijaron por inmersion en PLP durante dos (2) horas, seguido de un cambio a
alcohol al 70%; finalmente, se almacenaron en recipientes adecuados previamente
rotulados con fecha, estadio fetal, cédigo de biomodelo materno y grupo
experimental, hasta el momento de procesarlos para deteccion de apoptosis por
inmunohistoquimica de caspasa 3 activada y técnica de TUNEL correspondiente a
la fase lII.

7.5.3. Fase lll
Procesamiento histoquimico e inmunohistoquimico

Para esta fase se seleccionaron n= 12 (doce) corazones fetales de los obtenidos
en la fase IlI, distribuidos segun lo mostrado en la tabla 2. De cada biomodelo
gestante para las edades evaluadas se realizé una seleccion aleatoria de los fetos
ubicados en la parte central del cuerno.

Tabla 2. Distribucion de corazones fetales para las pruebas de histoquimica
e inmunohistoquimica

Prueba deteccion Caspasa 3 activada
Técnica de TUNEL
Edad gestacional Edad gestacional
135 16.5
Numero Numero NUmero Numero
corazones corazones corazones corazones
GC GO GC GO

3 3 3 3

GC: grupo control, GO; grupo obeso.

7.5.3.1 Procesamiento de corazones fetales para la realizacion de técnicas de
histoquimica e inmunohistoquimica

7.5.3.1.1 Inclusién y corte

Los corazones fetales obtenidos en la fase Il, se procesaron en el laboratorio de
Histologia de la Universidad del Valle. El protocolo utilizado incluyé una fase de
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deshidratacion de las muestras con alcohol etilico en concentraciones crecientes,
(70°, 80°, 95° 100°), y aclarados con xilol. Posteriormente fueron incluidos en
parafina (Anexo 2). Se realizaron cortes histolégicos seriados de 4um de espesor
utilizando un micrétomo de rotacion marca RM 2245. Los cortes fueron montados
en portaobjetos Write frost slite export optimizados para inmunohistoquimica
previamente marcados y codificados (Tabla 3). El total de bloques procesados fue
de 12 (doce). Los cortes seriados obtenidos, se distribuyeron para la realizacion
de las pruebas de caspasa 3 activada y técnica de TUNEL.

Tabla 3. Sistema de codificacion para muestras de corazones fetales en dia
gestacional E13.5y E16.5

Biomodelo Cddigo corazon
1 RWOFII-14-H13.5-06
2 RWOFII-16-H13.5-05
3 RWOFIII-1-H13.5-08
4 RWCFII-23-H13.5-01
5 RWCFII-18-H13.5-05
6 RWCFII-9-H13.5-05
7 RWOFII-3-H16.5-05
8 RWOFII-13-H16.5-05
9 RWOFII-19-H16.5-04
10 RWCFII-5-H16.5-10
11 RWCFI-11-H16.5-11
12 RWCFI-14-H16.5-09

R: especie biomodelo materno

W:cepa Wistar

C: grupo experimental control

O: grupo experimental obeso

FI-FII: fase experimental de obtencién acompafiado del nimero biomodelo materno
H: corazon fetal

13.5-16.5: edades gestacionales, acompafnado del nimero de corazén
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7.5.3.2 Procedimientos histoquimicos

7.5.3.2.1 Técnicas para la deteccion de apoptosis

Existen varios métodos especificos desarrollados para determinar y cuantificar el
fenémeno apoptético; dependen del modelo de estudio, del tipo de muestras y de
la infraestructura disponible (59). Sin embargo, la mayoria no son aplicables a
secciones histoldgicas de tejidos embebidos en parafina. Los avances en la
comprension de los eventos moleculares ocurridos en el proceso de apoptosis han
llevado a la busqueda de nuevas técnicas de deteccion de dicho evento (60).

Entre las técnicas mas utilizadas, se encuentran 1) electroforesis de ADN, 2)
citometria de flujo, 3) evaluacion de la simetria de la membrana celular (61).
4) deteccion de caspasa 3 activada; técnica que resulta util cuando se requiere
establecer la ruta de induccién de apoptosis y 5) técnica de TUNEL (dUTP nick
end labeling), detecta la fragmentacion del ADN, ampliamente empleada para
determinar y cuantificar el fenémeno apoptoético (62).

7.5.3.2.1 Deteccion de caspasa 3 activada

La apoptosis ha ganado importancia central en el estudio de muchos procesos
bioldgicos, incluyendo neoplasia, enfermedades neurodegenerativas, y su
influencia en diferentes procesos durante el desarrollo embrionario. Una de las
limitaciones de muchos estudios es la dificultad de identificar especificamente las
células apoptdticas individuales. Los avances en la comprension de los
acontecimientos moleculares en la apoptosis han conducido a la comprension de
que la activacion de la caspasa 3, es el indicador mas especifico de este
mecanismo de suicidio celular en etapas tempranas (60).

Como se indicé previamente, el tipo y tamafio muestral para detectar la actividad
de la caspasa 3 y realizar los ensayos de TUNEL se indican en la (Tabla 2). Los
procedimientos realizados para cada una de las técnicas se amplian en el
respectivo protocolo (Anexo 3) y (Anexo 4) respectivamente.

Brevemente, para la deteccibn de la caspasa 3 activada se procedié a
desparafinar e hidratar las secciones de los corazones fetales en las edades
gestacionales establecidas, seguido del desenmascaramiento antigénico por
medio de calor, para lo cual se utilizé microondas a potencia 10 y Buffer Citrato
(pH 6.0), esto con el fin de eliminar la reticulacion de las proteinas formadas
durante el proceso de fijacion de las muestras en PLP, lo que conlleva a un
enmascarado de los sitios antigénicos, seguidamente se realizaron lavados con
PBS. Luego se procedi6 a la inmunomarcacion para la caspasa 3 activada, para lo
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cual se bloqued la peroxidasa endogena y se incubd durante toda la noche con el
anticuerpo primario monoclonal anti caspasa-3 activado (SC22171) vy
posteriormente el anticuerpo secundario Rabbit-antigoat 1gG-B (SC Biotinilado
2774), seguido por incubacién con Avidina-Biotina y revelado con DAB
(Diaminobencidina). Los lavados se realizaron con PBS y finalmente se contra tifio
con hematoxilina. Las muestras se deshidrataron realizando varios cambios de
alcoholes a concentracion creciente (70 °, 95°, 100°) y xilol. Finalmente se realiz6
el montaje de las muestras (Anexo 3).

7.5.3.2.2 Técnica de TUNEL (dUTP nick end labeling)

Esta técnica se basa en analizar las caracteristicas de fragmentacion del ADN que
ocurre durante el proceso de apoptosis. En estas células el ADN gendmico se
fragmenta en multimetros de 180-200 pares de bases (pb), basado en el largo de
las repeticiones nucleosomales. Este fendbmeno, de la fragmentacién del ADN es
posible observarlo por medio de la técnica de TUNEL en muestras parafinadas
(TdT-mediated x-dUTP nick end labeling), permitiendo de esta manera, observar
las células apoptéticas y su localizacion en el 6rgano en estudio. El fundamente
del ensayo radica en marcar los extremos de los fragmentos nucleosomales, con
predominio de terminales 3’OH libres en cadenas simples o dobles de ADN, que
pueden ser detectados mediante la incorporacion de nucleétidos marcados con
digoxigenina por accién de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT).
De esta manera los fragmentos de ADN que se generan durante el proceso de
apoptosis pueden identificarse y localizarse “in situ”. Teniendo en cuenta las bien
conocidas caracteristicas morfotipicas descritas y caracterizadas por Kerr y Wyllie
(63). Para los ensayos de TUNEL, se procedi6é segun el protocolo (Anexo 4).

A continuacién se detalla el proceso brevemente. Secciones de corazones fetales
en las edades gestacionales establecidas fueron desparafinadas con diferentes
cambios de xilol y alcoholes en concentraciones decrecientes (100°,95°y70°),
lavados y re-hidratacion. Seguidamente se procedid a la recuperacién antigénica
utilizando microondas a potencia 10 y Buffer Citrato pH 6.0, por un tiempo de 25
minutos. A continuacion se procedié a la realizacién de la técnica siguiendo las
indicaciones del proveedor del kit utilizado (ApopTag Fluorescein in Situ), para lo
cual previamente se bloquedé la actividad de la peroxidasa enddgena con
H202/CHas al 3%, seguido de lavados con PBS vy la incubacién de muestras con
buffer de equilibrio. Posteriormente, se incubé con la solucion Working Strength
TdT enzima; para la deteccién de la reaccion enziméatica, las muestras fueron
lavadas con Stop Wash Buffer, seguido de lavados con PBS. Luego las muestras
se incubaron con la solucién Working strength anti-digoxigenin conjugate durante
30 minutos y lavados con PBS. Seguidamente, se incubo durante 45 minutos con
antifluoresceina, acompafado de lavados. Finalmente, se procedié a revelar con
diaminobencidina y contra tincion con hematoxilina. El proceso de deshidratacion
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se realiz6 con alcoholes en concentraciones crecientes y xilol. Por ultimo se
procedio al respectivo montaje.

7.5.3.3. Cuantificacion de cardiomiocitos positivas caspasa 3 activada y
TUNEL

Finalizado las pruebas de histoquimica para la técnica de caspas 3 activada y
técnica de TUNEL, se procedido a disefiar una prueba de concordancia que
permitid validar el instrumento de medicién y el protocolo de cuantificacion de
células apoptéticas o en proceso de apoptosis detactadas por las técnicas de
caspasa 3 activada y TUNEL.

7.5.3.4 Disefio y realizacién de prueba de concordancia

Inicialmente se llevé a cabo la validacion del instrumento utilizado en la evaluacion
de los nucleos marcados para caspasa 3 activada y TUNEL. Se determiné el
grado de concordancia de las observaciones realizadas por los dos observadores,
experto e investigador, sobre el mismo fendémeno (células inmunomarcadas
positivas), con el objetivo de evaluar, cuan acordes fueron entre si las
observaciones realizadas y validar el instrumento de medicion.

Dado que la técnica de TUNEL y la técnica de caspasa 3 activada, son
equivalentes en cuanto al método de evaluacién de cardiomiocitos marcados, se
seleccion6 una de ellas al azar; para realizar la prueba de concordancia se
procedi6 siguiendo la siguiente secuencia:

1. Seleccién de muestras de corazones fetales inmunomarcados con caspasa 3
activada en estadio E13.5 y E16.5 que cumplieran con los criterios de inclusién
(Tabla 4)
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Tabla 4. Muestras de corazones fetales utilizadas para prueba de
concordancia.

Muestras utilizadas prueba de
concordancias caspasa 3

Parametro Edad E13.5 Edad E16.5
Grupo Grupo Grupo Grupo
control obeso control obeso

Total cortes 1 1 1 1
Areas a 5 5 5 5
evaluar
Total de 3 3 3 3

conteos por
area
Total de 15 15 15 15
mediciones

2. Evaluacion de las muestras por parte de la experta en el area de morfologia e
investigadora; siguiendo el respectivo protocolo (Anexo 5).

Terminado el analisis estadistico de los datos obtenidos en la prueba de
concordancia, se procedi6 a la evaluacion del total de muestras para cada técnica,
por parte del investigador. Las muestras empleadas para la evaluacion de la
técnica de inmunodeteccion de caspasa 3 activada se describen en la Tabla 5y
las muestras empleadas para la deteccién de fragmentos de ADN en células
apoptoticas por medio de la técnica de TUNEL se describen en la Tabla 6. El
protocolo de cuantificacién de células marcadas caspasa 3 activadas y TUNEL
positivas se describe en el (Anexo 6).
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Tabla 5. Distribucion de muestras evaluadas por medio de la técnica de
inmunohistoquimica para deteccion de caspasa 3 activada.

Pardmetro Caspasa 3 activada
Edad E13.5 Edad E16.5
Grupo Grupo Grupo Grupo
control obeso control obeso
Total cortes 3 3 3 3
Areas a 5 5 5 5
evaluar
Total de 3 3 3 3
conteos por
area
Total de 90 90 90 90
mediciones

Tablas 6: Distribucién de muestras evaluadas por medio de la técnica de
TUNEL

Parametro TUNEL
Edad E13.5 Edad E16.5
Grupo Grupo Grupo Grupo
control obeso control obeso
Total cortes 3 3 3 3
Areas a 5 5 5 5
evaluar
Total de 3 3 3 3
conteos por
area
Total de 90 90 90 90
mediciones

Para fijar la concordancia se calcul6 el indice desarrollado por Lin & Lawrence
(1989), denominado coeficiente de correlacion concordancia (CCC). El uso de este
coeficiente supera las limitaciones de otras pruebas estadisticas que se proponen
generalmente para evaluar la concordancia en variables de tipo contindo. Entre
ellas el supuesto de normalidad (64).
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Se muestra a continuacion los valores obtenidos al calcular el indice de Lin (CCC)
realizado para las cinco regiones en los corazones fetales procedentes del grupo
control y grupo obeso.

Tabla 7. Valores del coeficiente de Lin y grado de
concordancia de las regiones evaluadas segln los grupos
experimentales

Regiones Grado de Grado de
: Control . Obeso .
medidas concordancia concordancia
Atrio derecho 0,90 Moderado 0,93 Moderado
Ventriculo 0,95 Sustancial 0,97 Sustancial
derecho
_Tablque . 0,58 Pobre 0,61 Pobre
interventricular
_Ven';nculo 0,98 Casi perfecta 0,86 Moderado
izquierdo
Atrio izquierdo 0,92 Moderado 0,97 Sustancial

Como se muestra en la tabla 9, el indice de Lin indica el grado de concordancia
entre las mediciones realizadas por el experto y el investigador, como resultados
se obtuvo que para el atrio derecho en el grupo control y grupo obeso, el grado de
concordancia fue moderado (0.90 y 0.93) respectivamente; los coeficientes
sefalados indican una buena concordancia entre las mediciones ya que superan
valores > de 0.90 (65) (66).

A nivel del ventriculo derecho, la concordancia medida fue sustancial para ambos
grupos (0.95 y 0.97) respectivamente. Lo cual indica una buena correlacion entre
las mediciones efectuadas por los dos observadores. Por el contario, la
concordancia entre las medidas realizadas en el tabique interventricular fue pobre
en ambos grupos (normopeso y obeso) con un coeficiente de Lin de 0.58 y 0.61
respectivamente.

El coeficiente de correlacion—concordancia de Lin en el ventriculo izquierdo fue
casi perfecto para el grupo control (0.98) en contraste con el del grupo obeso el
cual fue moderado (0.86). Existiendo para el primero, una alta correspondencia de
los observadores durante el conteo de células.

En el atrio izquierdo, la concordancia medida para el grupo control fue de 0.92
correspondiente a un grado de concordancia moderado, para el grupo obeso fue
de 0.97 la cual se interpreta segin Camacho (2008), con un grado sustancial, es
decir que los datos de cuantificacién emitidos por los observadores fue coherente.
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7.5.3.4.1 Andlisis estadistico descriptivo

Para el analisis exploratorio de datos, y cumplir con los objetivos planteados en el
trabajo, se realizaron estadisticas descriptivas, que consistieron en la obtencion de
medidas de posicion y graficos (diagrama de barras a partir de las medianas) para
las variables cuantitativas, con el fin de visualizar el patron de comportamiento de
los grupos experimentales.

Posteriormente se recurrio a pruebas de significancia estadistica, que permitieron
contrastar las diferencias existentes entre el grupo control y el grupo obesos,
teniendo en cuenta las medianas independientes para cada una de las variables
evaluadas: edad gestacional, numero de células inmunomarcadas caspasa 3
activada, de ubicacién de las células inmunomarcadas caspasa 3 activada,
namero de células TUNEL positivas y localizacion de las células TUNEL positivas.
Las caracteristicas de las variables se indican en la (Tabla 8). Finalmente, las
medidas a través de la prueba “U” de Mann-Whitney, se emplearon para la
comparacion de las muestras independientes, y se fijo un nivel de significancia del
0.05 (67). Para el andlisis de datos se emplearon el software Excel 2013
distribuido por Microsoft, y R, desarrollado por Ross lhaka y Robert Gentleman. (R
Development Core Team).
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Tabla 8. Caracteristicas de las variables de estudio

UNIDAD
VARIABLE DEFINICION TIPO ESCALA CATEGORIA
Grupos Clasificacion de Grupos Clasificacion de los
experimentales los biomodelos experimentales biomodelos
embrionarios del embrionarios del
estudio estudio
Edad gestacional Dias de Cuantitativa- Razo6n Dias
biomodelo gestacion de los  Continua 13.5-16.5
biomodelos
embrionarios
Numero de células Células positivas Cuantitativo
inmunomarcadas a la prueba de Discreta Razoén Numeérica
caspasa 3 activada  caspasa 3
activada
Region de ubicacion  Células positivas Cuantitativo  Razon Células (+) en
de las células ala prueba en Discreta Atrio derecho
inmunomarcadas diferentes Ventriculo derecho
caspasa 3 activada  regiones del Tabique
corazon interventricular
Atrio izquierdo
Ventriculo izquierdo
Numero de células Numero de Cuantitativo  Razon Numérico
TUNEL (+) células positivas Discreta
a la prueba
Células (+) en
Regiones en el Atrio derecho
Localizacion corazon donde Ventriculo derecho
células TUNEL (+) se ubican las Cualitativas ~ Nominal Tabique

células positivas

a la prueba

interventricular
Atrio izquierdo

Ventriculo izquierdo
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8. RESULTADOS

Este capitulo presenta como parte inicial, los resultados obtenidos de la
evaluacion morfolégica de los corazones fetales. Seguidamente se muestran
aspectos descriptivos recopilados de la evaluacion realizada para cinco regiones
del corazon en dos estadios de desarrollo, tomando en cuenta las medidas
descriptivas y graficas que ilustran las diferencias existentes entre los grupos
experimentales (grupo control vs grupo obeso). Igualmente, los resultados
obtenidos al realizar las pruebas de significancia estadistica basadas en el test de
“U” de Mann Whitney (67).

8.1 Evaluacion de la morfologia cardiaca estadio E16.5

Al dia E16,5 el corazdn fetal de la rata presenta sus caracteristicas finales de
formacién, se observan macroscépicamente la presencia de las cuatro camaras
cardiacas, y el acortamiento y septacion del tracto de salida (68). Por lo cual
resultdé de interés realizar una evaluacion macroscopica de la formacion de las
estructuras y camaras cardiacas, asi como también del grosor del miocardio
ventricular, para esta edad gestacional.

La evaluacion morfolégica de los corazones fetales correspondio a la observacion
detallada del tamafio de las cAmaras: atrio derecho e izquierdo, ventriculo derecho
e izquierdo y tracto de salida (OFT), tamafio, bordes externos y diferenciacion de
la tabicacion ventricular. Estos parametros, se visualizaron completamente
definidos en los corazones de los fetos procedentes del grupo control (n=40)
(Figura 6A). Sin embargo, 6 corazones (25%) procedentes de madres obesas
presentaron aumento en el tamafio de atrios (Figura 6B), ventriculos y mayor
longitud del tracto de salida (Figuras 6B y 62C).
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Figura 6. Corazones fetales de rata Wistar estadio E16.5. El corazon proveniente de un
biomodelo del grupo control (A) presenta caracteristicas externas normales RA: atrio
derecho. RV: ventriculo derecho. IVS: septum interventricular. LV: ventriculo izquierdo.
LA: atrio izquierdo. (B-C-E).Alteraciones en el tamafio del ventriculo izquierdo (hipoplasia
ventricular izquierda). (B) Hiperplasia del atrio izquierdo. (D) Hipoplasia del atrio derecho;
observado en corazones fetales del grupo obeso. Aumento cadmara 0.55X.

8.1.1 Evaluacién del grosor de la pared ventricular estadio E16.5

Se seleccionaron 10 cortes de corazones fetales en estadio E16.5 procedentes de
los grupos experimentales control y grupo obeso respectivamente (5 para cada
grupo). Se utilizé la herramienta Image J, para la determinacion de grosor de la
pared de los ventriculos derecho e izquierdo. En cada camara ventricular se
procedi6 a realizar 6 (seis) mediciones, siguiendo el protocolo respectivo
(Anexo 7). Los resultados obtenidos muestran un mayor grosor de la pared
ventricular derecha en los corazones fetales de madres obesas comparado con el
grupo control, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
valor p = 9,6 (Figura 7).
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Medianas del grosor pared ventricular

Estadio 16.5
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Figura 7. Medianas del grosor de la pared ventricular estadio E16,5.

El grosor de la pared ventricular fue evaluado en 5 corazones fetales control y 5
corazones fetales de madres obesas. Cada corazén fue seccionado a 4um y se realizaron
6 mediciones independientes en cada ventriculo estudiado. Los datos fueron analizados
aplicando la prueba U de Mann Witney. El valor p= 9.6% para el ventriculo derecho y 69%
para el ventriculo izquierdo. Los datos se representan como la mediana y un nivel de
significancia 5%.

8.2. Deteccion de células apoptoticas

Las células apoptoticas o en proceso de apoptosis fueron evaluadas por medio de
dos técnicas, inmunomarcacion de caspasa 3 activada y deteccion de la
fragmentacién de ADN (TUNEL). Como se mencioné previamente (Figura 8), para
ambas marcaciones se evaluaron cinco (5) regiones en el corazon fetal
correspondientes a:

1. Atrio derecho

2. Ventriculo derecho

3. Tabique interventricular
4. Ventriculo izquierdo

5. Atrio izquierdo
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Figura 8. Regiones evaluadas en el corazén fetal. En este corte histolégico se
representan las regiones evaluadas para la deteccion de células apoptéticas en el
corazén fetal E16,5. AD= atrio derecho. Al= atrio izquierdo. VD= ventriculo derecho. VI=
ventriculo izquierdo. TI= tabique interventricular.

A continuacion se presentan microfotografias representativas de diferentes
regiones en el corazon fetal en los estadios 13.5y 16.5, que fueron evaluadas
para detectar células inmunomarcadas positivas para la caspasa 3 activaday
TUNEL positivas.
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Figura 9. Microfotografia de cortes histologicos de corazén fetal de
rata Wistar dia E13.5 técnica caspas 3 activada. En el panel (A) se
indican las diferentes regiones del corazén fetal: AD=atrio derecho.
VD=ventriculo derecho. TI=tabique interventricular. VI=ventriculo izquierdo.
AD=atrio derecho, Al=atrio izquierdo (Aumento 4X). Panel (B) control
negativo, ausencia de anticuerpo caspasa 3 activada no se observan
células inmunomarcadas para caspasa 3 activada (100X). Panel (C),
células inmunomarcadas positivas a nivel del ventriculo derecho de corazén
fetal del grupo control (100X). Panel (D) células marcadas positivas para
caspasa 3 activada a nivel del ventriculo derecho de corazén fetal del grupo
obeso (100X). Las flechas rojas indican células marcadas positivas.
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Figura 10. Microfotografia de atrio derecho de corazon fetal de rata Wistar dia E16.5 técnica caspasa 3 activada. En el panel (A)
se indica AD=region del atrio derecho. VD=ventriculo derecho y Ti=tabique interventricular (Aumento 10X). En el panel (B)
inmunomarcacion de células caspasa 3 activada positivas en la region del atrio derecho en corazén de grupo control (100X). En el panel
(C), las células inmunomarcadas en atrio derecho de corazén fetal del grupo obeso (100X), indicadas con flechas rojas.

Figura 11. Microfotografia de tabique interventricular de corazon fetal de rata Wistar dia
E16.5 tecnica caspasa 3 activada. Panel (A) vista completa del corazon fetal se indica TI=tabique
interventricular (Aumento 4X). En el panel (B) inmunomarcacion de células caspasa 3 activada
positivas corazén fetal grupo control (100X). Panel (C) la regién del tabique interventricular corazén
fetal grupo obeso (100X). Las células inmunomarcadas se indican con flechas rojas.
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Figura 12. Microfotografia de cortes histoldgicos de corazon fetal de rata Wistar dia E13.5 técnica de TUNEL. En el panel

(A) se indica AD=atri0 derecho. VD=ventriculo izquierdo. Tl=tabique interventricular. VD=ventriculo izquierdo. AD=atrio
derecho. Al=atrio izquierdo (Aumento 4X). Las células con nucleos fragmentados (TUNEL positivas) se indican con flechas rojas
a un aumento de 100X. En el panel (B) region del atrio derecho de corazon fetal grupo control. Panel (C) region del atrio
derecho del corazon fetal del grupo obeso. Panel (D) células con nucleos fragmentados en la region del atrio izquierdo corazén
grupo control. Panel (E) region del atrio izquierdo corazon fetal del grupo obeso.
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Figura 13. Microfotografia de cortes histolégicos de corazon fetal de rata Wistar dia E13.5 del grupo obeso técnica
TUNEL. En el panel (A) vista completa aumento de 4X. En el panel (B) se observa region del ventriculo derecho (VD) de
corazén aumento 40X. En el panel (C) se visualizan células con nucleos fragmentados (TUNEL positivas) indicadas con
flechas rojas en la misma region (100X). En panel (D) Regién ventriculo izquierdo (40X). Panel (E) Regién en (D), indicando
células TUNEL positivas sefialadas con flechas rojas (Aumento 100X).

Figura 14. Microfotografia del tabique interventricular de corazon fetal de rata Wistar dia E13.5 técnica TUNEL. El panel (A), indica
una vista completa del corazén fetal aumento 10X. En (B) se observa region del tabique interventricular (TI) de un corazén del grupo obeso
(40X). En el panel (C), se observan células TUNEL positivas (flechas rojas) en el tabique interventricular de un corazon grupo control. En (D)
la misma region del tabique interventricular del corazon fetal del grupo obeso (Aumento 100X).
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Figura 15. Microfotografia de cortes histologicos atrio derecho de corazon fetal de rata Wistar dia E16.5 técnica de
TUNEL. En el panel (A) Region del atrio derecho 40X. Las células con nucleo fragmentado (TUNEL positivas), se indican con
flechas rojas. Panel (B) la region de atrio derecho corazén grupo control. Panel (C), la misma regién en el corazon fetal de
biomodelo grupo obeso. (Aumento de 100X).

Figura 16. Microfotografia de cortes histologicos de corazon fetal dia E16.5 a nivel de
los ventriculos técnica TUNEL. Panel (A) vista completa del corazén fetal (4X). Se
observan células TUNEL positivas en diferentes regiones de los ventriculos en corazén fetal
del grupo control. Las células TUNEL positiva sefialadas con flecha roja. Aumento 100X. (B-
D) a nivel del ventriculo izquierdo. (C-E) a nivel del ventriculo derecho.
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8.2.1 Apoptosis cardiaca E13.5

8.2.1.1 Evaluacion caspasa 3 activada y TUNEL en atrios corazon fetal E13.5

La cuantificacion de las células inmunomarcadas positivas para la caspasa 3
activada en el atrio derecho, fue del 15.3% para el grupo control vs el 19.3% para
el atrio derecho de corazones provenientes del grupo obeso (Figura 17A). Los
datos fueron analizados aplicando la prueba U de Mann Witney, se obtuvo un
valor p <£0.0094, superior al nivel de significancia establecido (5%).

Al evaluar y cuantificar en la region del atrio izquierdo, el porcentaje de
inmunomarcacién, fue menor en los biomodelos del grupo obeso en comparacion
con los biomodelos del grupo control 23.8% y 15.7% respectivamente. Siendo
estas diferencias significativas (p<0.04) (Figural7B).

En cuanto a la evaluacion y cuantificacién del porcentaje de nucleos fragmentados
por medio de la técnica de TUNEL en la region del atrio derecho (Figura 17C), fue
mayor el porcentaje en los corazones provenientes del grupo obeso (45.1%)
respecto al grupo control con un porcentaje del 33.6%. Detectandose diferencias
significativas entre los grupos experimentales (p<0.003). Por el contrario, en el
atrio izquierdo el porcentaje de células positivas fue similar en ambos grupos
(36.5% y 35.6%). (Figura 17 D).
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Figura 17. Porcentaje de células apoptoticas. Prueba caspasa 3 activada y TUNEL
en atrios estadio E13.5. En el atrio derecho (A), fue mayor el porcentaje de células
apoptoticas detectadas positivas para la caspasa 3 activada en atrios de corazones
procedentes del grupo obeso. La diferencia no fue significativa estadisticamente (valor p
<0.094). A nivel del atrio izquierdo (B), se observa que fue menor la inmunomarcacion de
células caspasa 3 positivas en atrios del grupo obeso vs el grupo. Las diferencias fueron
significativas (p<0.04). A nivel de los atrios, solamente se observa niveles de significancia
en los porcentajes de células TUNEL positivas en atrio derecho (C), siendo el porcentaje
de fragmentacién del ADN mayor en atrios de corazones fetales procedentes de madres
obesas, con un nivel de significancia de (valor p <0.003). En (D) porcentajes de
cuantificacién para el atrio izquierdo.

8.2.1.2 Evaluacién caspasa 3 activada y TUNEL en ventriculo corazon fetal
E13.5

El porcentaje de células inmunomarcadas positivas para caspasa 3 en la regiéon
del ventriculo derecho, fue mayor en los corazones fetales procedentes del grupo
control, con un porcentaje del 25.3% de células marcadas en comparacion con el
grupo obeso (17.6%). Siendo estas diferencias estadisticamente significativas con
un valor p <0.000 (Figura 18A). En la region del ventriculo izquierdo, se encontrd
una diminucién del porcentaje de células positivas en los corazones de
biomodelos del grupo obeso (13%) comparados con los del grupo control (18.8%).
Detectandose diferencias significativas entre los grupos experimentales con un
valor p <0.04 (Figura 18B).

El porcentaje de nucleos TUNEL positivos en la region del ventriculo derecho, fue
del 36% en el grupo control vs 34.8% en el grupo obeso, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (Figura 18C).
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En el ventriculo izquierdo, los porcentajes de cuantificacion entre los grupos,
alcanzaron un 31.7% para el grupo control y el 33.6% en el grupo obeso sin existir
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales.
(Figura 18 D).
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Figura 18. Porcentaje de células inmunomarcadas para caspasa 3 activada y
TUNEL positivas a nivel de los ventriculos en el dia 13.5 de gestacién. El porcentaje
de células caspasa 3 positivas en el ventriculo derecho (A) fue menor en corazones del
grupo obeso vs grupo control. Con un valor de significancia de p <0.000. Se observa
porcentajes disminuidos en la cuantificacion de células caspasa 3 positivas en region del
ventriculo izquierdo de corazones del grupo obeso (B). Con un valor p <0.04. A nivel de
los ventriculos derecho e izquierdo, el porcentaje de células TUNEL positivas fue similar
en el grupo control vs grupo obeso (C-D).
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8.2.1.3 Evaluacién caspasa 3 activada y TUNEL en el tabique interventricular
corazon fetal E13.5

La evaluacion y cuantificacion del porcentaje de células caspasa 3 positivas, en el
tabigue interventricular fue de 11% en el grupo control vs el 13% en el grupo
obeso. No hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales (control
vs obeso) (Figura 19A). La deteccion y cuantificacion de nucleos fragmentados e
inmunomarcados TUNEL positivos en esta region en corazones fetales de los
grupos experimentales (grupo control vs grupo obeso), fue del 38.8% y 45.1%
respectivamente. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas
(Figura 19B)
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Figura 19. Células inmuonomarcadas para caspasa 3 activada y TUNEL en el
tabique interventricular de corazones fetales dia 13.5. La gréfica (A) indica un mayor
porcentaje de células caspasa 3 activada a nivel del tabique interventricular, para
corazones del grupo obeso vs el grupo control. La diferencia porcentual no fue
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales. Similar comportamiento se
observa al cuantificar nucleos fragmentados (TUNEL) en la misma region (B), sin ser las
diferencias estadisticamente significativas.

8.3 Apoptosis cardiaca E16. 5

8.3.1. Evaluacion caspasa 3 activada 'y TUNEL en atrios corazon fetal E16.5

Realizada la evaluacion y cuantificacion del porcentaje de células caspasa 3
positivas en la region del atrio derecho, se obtuvo un porcentaje de células
inmunomarcadas del 16% en los corazones de biomodelos del grupo control. Para
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los corazones del grupo obeso, este porcentaje fue menor, alcanzando un 14.1%,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.
(Figura 20A). En el atrio izquierdo el porcentaje de células marcadas fue del 16.3%
en corazones procedentes del grupo obeso vs el porcentaje obtenido en la
cuantificacion para los biomodelos del grupo normopeso con un porcentaje del
25.4 %, sin ser estas diferencias estadisticamente significativas. (Figura 20 B).

El porcentaje de células TUNEL positivas en el atrio derecho fue menor (10.2%)
para los corazones de los biomodelos procedentes del grupo control comparados
a los del grupo obeso (19.5%), siendo estas diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control vs el grupo obeso (p <0.001) (Figura 20C).
Para el atrio izquierdo con la misma técnica, el porcentaje de nucleos TUNEL
positivos fue del 25.8% en el grupo control vs el 21.4% en el grupo obeso, sin
existir diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 20 D).
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Figura 20. Porcentaje de células inmunomarcadas para caspasa 3 activada 'y TUNEL
estadio E16.5 en atrios de corazones fetales. Las diferencias en los porcentajes de
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caspasa 3 activada células TUNEL positivas a nivel del atrio derecho de los corazones
fetales del grupo control vs el grupo obeso (C) fue estadisticamente significativa con un
valor (p <0.001). A nivel del atrio izquierdo (D), la diferencia no fue estadisticamente
significativa.

8.3.2 Evaluacién caspasa 3 activada y TUNEL en ventriculos corazon fetal
E16.5

El porcentaje de células caspasa 3 positivas que se detectaron en el ventriculo
derecho, fue mayor en los corazones provenientes del grupo control (22.5%) en
comparacion al grupo obeso (15.5%). Las diferencias no fueron significativas al
comparar entre los grupos experimentales (Figura 21A). Un resultado similar se
presento en la region del ventriculo izquierdo de los corazones fetales donde los
corazones controles presentaron mayor inmuno marcacién de caspasa 3 activada
en comparacion a los ventriculos derechos evaluados para los corazones
procedentes de madres obesas (18,2% vs 14,3 %, respectivamente). Sin ser las
diferencias significativas estadisticamente (Figura 21B). Para la regién del
ventriculo derecho e izquierdo, se encontré que entre los grupos experimentales
(normopeso y obeso) el porcentaje de nucleos TUNEL positivos en el ventriculo
derecho fue mayor (28.6%) en el grupo normopeso en comparacioén con los del
grupo obeso (15.6%) (Figura 21C). Sin ser estas diferencias significativas. A su
vez, la cuantificacion de TUNEL para el ventriculo izquierdo de los corazones del
grupo obeso se presentd disminuida (16%) en comparacién con el grupo control
(30%). No siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Figura 21D).
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Figura 21. Cuantificacion de células inmunomarcadas para caspasa 3 activada y
TUNEL en ventriculos de corazones fetales estadio E16.5. En (A) se observa menor
proporcién de células inmunomarcadas caspasa 3 activadas a nivel del ventriculo derecho
de los corazones fetales del grupo obeso. Igualmente, a nivel del ventriculo izquierdo (B),
la proporcién de inmunomarcacion fue menor para este grupo experimental. Las células
TUNEL positivas, estuvieron disminuidas tanto en el ventriculo derecho e izquierdo (C) y
(D) de corazones fetales provenientes del grupo obeso en el estadio evaluado. Las
diferencias no fueron estadisticamente significativas.

8.3.3 Evaluacion caspasa 3 activada 'y TUNEL en tabique interventricular del
corazon fetal E16.5

En la region del tabique interventricular para el dia E16.5 el porcentaje de
marcacion para caspasa 3 fue del 20.5% en los corazones de biomodelos del
grupo control y del 15.5% para el grupo obeso, las diferencias no fueron
significativas entre los grupos experimentales (Figura 22A). En cuanto al
porcentaje de células TUNEL positivas detectadas en esta misma region, el 24.4%
correspondio a los corazones del grupo control vs un 9.7% para el grupo obeso.
(Figura 22B). Siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p <0.000).
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Figura 22. Porcentaje de células inmunomarcadas para caspasa 3 activada'y TUNEL
positivas en el tabique interventricular de corazones fetales estadio E16.5. Se
evidencio, menor proporcion de células inmunomarcadas a nivel del tabique
interventricular (A), en los corazones de fetos procedentes de madres del grupo obeso vs
grupo control. Las diferencias no son significativas. Una disminuciébn de nucleos
fragmentados (TUNEL), es observado en la misma region, en corazones procedentes de
madres obesas vs el control. (A-B). Las diferencias son significativas (p <0.000).

Hay evidencia suficiente para rechazar la hipétesis nula, por lo tanto se opta por la
hipotesis alterna que dice:

La obesidad materna en ratas Wistar genera cambios en el patron de
apoptosis en la cardiogénesis tardia de su descendencia.
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9. DISCUSION

La correlacion entre sobrepeso y obesidad con las alteraciones cardiacas
congénitas ha sido demostrada por diversos autores como Cerdergren et al., 2003,
Stothard et al., 2009 y Mills et al., 2010, quienes han referenciado y sugerido que
el sobrepeso y la obesidad contribuyen a una mayor incidencia de dafios
congénitos del corazén, a nivel de ventriculos, atrios, tabique, anomalias septales
e hipertrofia ventricular, entre otros (9)(20)(69). Mills evalu6 una base de datos de
1.536.828, recién nacidos en Nueva York entre 1993-2003 teniendo en cuenta el
indice de Masa Corporal (IMC). En dicho estudio, la obesidad fue definida como
un IMC igual o mayor a 29 kg/m?, y en el grupo control fue representado por las
mujeres con IMC entre 19,8 a 26 kg/m?. Encontrando que el mayor porcentaje de
malformaciones cardiacas correspondio a la descendencia proveniente del grupo
de madres obesas, presentandose alteraciones como Sindrome de hipoplasia de
corazén izquierdo, presencia de ventriculo solo, atresia de valvula tricuspide,
atresia pulmonar, doble salida del ventriculo derecho, defectos de los cojines
endocéardicos, Tetralogia de Fallot, defectos de septacidén ventricular y defectos
septales a nivel atrial (69).

El estudio de Cedergren et al., 2003, compara la descendencia de mujeres obesas
vs la descendencia de mujeres con peso normal. Los datos analizados incluyeron
6.801 mujeres que tuvieron hijos con defectos cardiovasculares. Este estudio
reportdé que la presencia de sobrenutricion materna incrementa el riesgo de
malformaciones cardiacas en su descendencia, siendo significativamente
importantes los defectos de tracto de salida, septacion ventricular y atrial (9).

Queda demostrado entonces que la obesidad materna se asocia con un
mayor riesgo de defectos congénitos del corazén, pero dado que esta
patologia responde a una amplia gamma de anomalias metabdlicas, poco se
sabe sobre su mecanismo de teratogenicidad.

Ademas se debe tener en cuenta que la etiologia de la obesidad es multifactorial,
involucra interacciones complejas entre los antecedentes genéticos, hormonas y
diversos factores sociales y ambientales, como el sedentarismo y los habitos
alimenticios inadecuados, que incluyen las dietas altas en grasas e hipercaléricas,
las cuales se convierten en factores que contribuyen a la creciente tasa de
obesidad entre las mujeres en edad reproductiva y su descendencia (1)(70).
Igualmente, la ingesta de alimentos procesados de alto consumo y en ocasiones
mas econdmicos que las comidas frescas y compuestas de ingredientes ricos en
nutrientes elementales, han aumentado la tasa de obesidad (71). Sin embargo
cabe resaltar una vez mas, que se desconoce, el mecanismo preciso que
conecta la obesidad materna y la prevalencia de malformaciones cardiacas
fetales.
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Para dar apoyo a los resultados obtenidos en los estudios epidemiologicos, las
investigaciones biomédicas han incorporado la utilizacion de los animales de
laboratorio como biomodelos naturales o inducidos de diversas enfermedades o
procesos morbidos, los cuales semejan lo sucedido en los humanos, con el fin de
orientar y esclarecer los estados iniciales de diferentes patologias, ayudando asi al
estudio y a la comprension de la patogenia, fisiologia y posibilidades de nuevos
tratamientos (25).

Arias-Diaz et al 2007, en una investigacion sobre Diabetes mellitus tipo 2, clasifico
los principales biomodelos en espontédneos e inducidos, segin su mecanismo de
produccion y distinguié dos categorias en cada uno de ellos: modelos analogos
gue intentan imitar a la enfermedad humana, y modelos intrinsecos, con los que
se pretende contestar preguntas concretas de aspectos especificos de la misma
(72).

En este sentido, nuestro estudio estableci6 un modelo murino de obesidad
inducido y andlogo en el que se utilizd una dieta de cafeteria. Este modelo fue
seleccionado dentro de un variado grupo de biomodelos de obesidad establecidos
en roedores, entre los que se destacan: 1) Los modelos genéticos que presentan
defectos en el camino de sefalizacién de la leptina como son los ratones ob/ob y
db/db y las ratas Zucker que heredan la obesidad como una enfermedad
autosdmica presente en el gen “fatty” en el cromosoma 5; y 2).Los modelos de
obesidad inducida por dieta, entre ellos las dietas altas en grasa, las dietas altas
en carbohidratos y la dieta de cafeteria (73)(74).

La dieta de cafeteria se basa en la oferta de alimentos procesados de tipo “snack”,
e imita la llamada dieta occidental de los seres humanos. Bajo esta dieta los
animales se vuelven obesos por comer en exceso alimentos de alto contenido
caldérico (74). La ventaja de establecer y utilizar este biomodelo, fue la
obtencion de animales obesos en corto tiempo, que semeja lo sucedido en
los humanos que adquieren un aumento de peso corporal, por el consumo
dietario de alimentos procesados hipercaloricos de facil adquisicion.

Este biomodelo esta orientado al estudio del impacto de la obesidad sobre la
reproduccion y el desarrollo embriofetal, e inicia su gestacion con valores
normales de colesterol, triglicéridos, glucosa y proteina C reactiva (75)(76).

El presente estudio se enfocd en determinar la presencia de alteraciones
cardiacas en un biomodelo de obesidad materna adquirida por dieta, que permitié
evaluar, de manera inicial, las caracteristicas macroscoépicas del corazén en
desarrollo. Esto se realizo a través del analisis descriptivo de corazones fetales en
estadio E16.5, momento en el cual el corazén de la rata presenta sus estructuras
principales completamente desarrollas (77). Las alteraciones encontradas en los
corazones fetales de ratas obesas se relacionan con lo reportado en los estudios
epidemioldgicos antes descritos (9)(78)(69). En los biomodelos prevalecieron las
alteraciones en el tamafio de los atrios, ventriculos y formacién del tracto de
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salida. Estos hallazgos cobran importancia a la hora de relacionar la
obesidad materna pregestacional y la presencia de alteraciones cardiacas,
demostrando que el biomodelo de obesidad establecido es una buena
herramienta para el estudio mecanistico de los efectos de la obesidad sobre
la formacién del corazon.

A modo de profundizar en los hallazgos morfolégicos externos se evallo el grosor
de la pared ventricular de los corazones fetales del E16.5, en los cuales se
observd un incremento en el grosor de la pared ventricular derecha, sin llegar a
ser significativo estadisticamente, en los corazones de los fetos de madres
obesas. Estos resultados se relacionan con lo establecido por Wang et al 2010
que empledé un modelo de obesidad materna desarrollado en ovejas, donde
observa un peso mayor relativo del ventriculo izquierdo, pero sin cambios en el
grosor de la pared ventricular (79). Es evidente que los cambios externos
evidenciados en la evaluacion macroscoépica parecen no estar relacionados
directamente con la hiperplasia del miocardio sino asociados a cambios de
tamafo de las camaras.

Los médicos e investigadores han encontrado que la obesidad y la diabetes estan
conectadas, conduciendo a las personas obesas a un alto riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2. (80). De manera puntual, la diabetes mellitus pregestacional, en
su forma tipo 1 y 2, es un conocido inductor de malformaciones cardiacas. (81).
Pero cuando se comparan los resultados obtenidos en nuestro estudio con los
reportados para los biomodelos de diabetes se encuentran hallazgos diferentes
Gutiérrez et al 2009, reporta una reduccion total del miocardio en corazones
fetales en estadio E17 de ratones diabéticos, estadio equivalente a la edad
gestacional E16.5 de nuestro biomodelo (54). En este sentido, se presume que las
vias teratogénicas de ambas patologias son diferentes.

A fin de responder, en parte, a los mecanismos involucrados en el establecimiento
de alteraciones cardiacas producto de la obesidad materna, se evalué el proceso
de apoptosis, en dos etapas del desarrollo cardiaco, correspondientes a los dias
E13.5 y E16.5 procedentes de ratas normopeso y obesas. El estudio del perfil de
apoptosis en este 6rgano fue seleccionado dado a su importancia durante el
desarrollo cardiaco normal, en el cual modula temporo-espacialmente los
diferentes procesos relacionados con la homeostasis tisular, por medio de la
eliminacién de células no deseadas. Igualmente, regula la interaccion célula-célula
y célula-matriz extracelular, las cuales rigen la formacion y remodelado de las
diferentes estructuras en desarrollo (16)(38)(82). En el sistema cardiovascular,
como en otros sistemas del organismo, este tipo de muerte es un fenomeno
fisiolégico durante el desarrollo embrionario y fisiopatolégico en la vida adulta. En
el primer caso permite la eliminacién de estructuras vestigiales y en el segundo
caso, su desregulacion estaria implicada en la apariciébn y participacion en la
fisiopatologia de diversas enfermedades cardiacas(14)(15). En este sentido
estudios realizados en biomodelos obesos adultos muestran un aumento en la
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apoptosis que seria responsable del incremento en la fibrosis cardiaca y fallas en
la contractilidad del corazén (83)(55)(79). Es claro entonces , que el proceso de
apoptosis durante el desarrollo embrionario, y especificamente en la
cardiogénesis, puede sufrir modificaciones por influencia de la obesidad
materna, incrementandose asi la probabilidad de alteraciones en las vias de
sefalizacion que pueden resultar en la desregulacion del proceso,
generando desordenes en la formacion y maduracién de las diferentes
estructuras cardiacas (37).

En nuestro estudio, se evalud el proceso de apoptosis por medio de dos técnicas,
inmunomarcacion de caspasa 3 activada y TUNEL. Los hallazgos permitieron
establecer en el estadio E13.5, que la actividad de la caspasa 3 fue menor a nivel
del atrio izquierdo y ambos ventriculos, en los corazones de los fetos del grupo
obeso. Las mismas regiones evaluadas por la técnica de TUNEL, en general, no
mostraron diferencias con los corazones del grupo control. Esto se puede explicar
dado que, a pesar de evaluar las mismas regiones y el mismo proceso, la
diferencia en los resultados radica en el fundamento de ambas técnicas, ya que la
caspasa 3 activada detecta el proceso en etapas iniciales mientras que el TUNEL
detecta la fase final (84)(85)(86).

Para el dia E16.5, los resultados permitieron establecer que la caspasa 3 activada
a nivel de los atrios, ventriculos y el tabique interventricular, no mostré diferencias
entre los grupos experimentales. Por el contrario, la evaluacién por medio de la
técnica de TUNEL mostré un aumento de la apoptosis en el atrio derecho y una
disminucién en el tabique interventricular en los corazones fetales del grupo
obeso. No existen, hasta el momento, investigaciones previas con las cuales
podamos comparar nuestros resultados sobre el proceso de apoptosis y el
desarrollo cardiaco en condiciones de obesidad materna. Pero trabajos realizados
durante el desarrollo normal en murinos indican que los compartimentos
ventriculares y atriales del corazon se agrandan sin mostrar altos niveles de
apoptosis en los cardiomicitos de estas camaras, donde primarian los mecanismos
de proliferacion celular (16). Solo algunos miocitos apoptéticos fueron identificados
por TUNEL y microscopia electrénica de transmision en la zona trabecular del
ventriculo en el corazén de ratén E11 a E16 (87). Al contario a lo detectado en el
crecimiento de las cdmaras cardiacas, el proceso de apoptosis seria fundamental
en el acortamiento y reestructuracion del tracto de salida, evento que se origina
temprano en el desarrollo del corazén (88) (89).

Con base en estos antecedentes, es claro que el proceso de apoptosis se
encuentra alterado en los corazones fetales expuestos a condiciones
obesogénicas maternas; y que dicho proceso estd regulado de forma
espacio-temporal en el desarrollo cardiaco. Esto se puede visualizar en las
expresiones diferenciales de los marcadores de muerte celular programada
evaluados en este trabajo, cuando comparamos la inmunomarcacion para
caspasa 3 activada y la deteccién de fragmentos de ADN entre los estadios E13,5
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y E16,5. Mientras que caspasa 3 activada expresa diferencias en la
inmunomarcacién al dia E13.5, la deteccion de los fragmentos de ADN por
TUNEL, muestra mayores diferencias en el estadio E16.5. Es importante destacar
que ambas técnicas coinciden en determinar la existencia de una disminucioén en
el numero de células apoptoticas en el tabique interventricular de los corazones
obesos al dia E16,5. Esto cobra importancia dado que, la formacién del septo
interventricular es un proceso complicado que implica la divisién del ventriculo
comun en dos camaras, una derecha y otra izquierda, y la separacion de la parte
distal del bulbo cardiaco en la aorta y la arteria pulmonar (90). Por lo tanto
defectos en esta estructura se relacionan con Tetralogia de Fallot, defectos
completos del canal atrio ventricular y transposicion de grandes vasos
(69)(21).Con base en los anteriores hallazgos podemos concluir que la
obesidad materna en este biomodelo generd alteraciones en el proceso de
apoptosis en los corazones fetales que son compatibles con malformaciones
cardiacas descritas para humanos.
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10. CONCLUSIONES

1. El proceso de apoptosis se encuentra alterado en los corazones fetales que
fueron expuestos a condiciones obesogénicas maternas; siendo este
proceso regulado de forma espacio-temporal durante la cardiogénesis.

2. Las expresiones de los marcadores de muerte celular programada
evaluados; caspasa 3 activada y deteccion de fragmentos de ADN fueron
diferenciales entre los estadios E13,5 y E16,5. Mientras que caspasa 3
activada expresa diferencias en la inmunomarcacién al dia E13.5, la
deteccion de los fragmentos de ADN por TUNEL, indic6 mayores
diferencias en el estadio E16,5.

3. La presente investigacion permiti6 un acercamiento en la identificacion,
evaluacion e interpretacion de cambios histolégicos ocurridos durante el
proceso de apoptosis en la cardiogénesis y su relacion con la obesidad
pregestacional, si bien no podemos ligar de manera directa estos cambios
con la anatomia macroscopica, si podemos relacionar la obesidad materna
con el incremento de alteraciones en las camaras cardiacas fetales.
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1.

11. RECOMENDACIONES

Incorporar a la evaluacion macroscopica del corazon fetal, herramientas
digitales que permitan realizar andlisis morfométricos cuantitativos.

Se considera importante la futura evaluacion a nivel del tabique
interventricular de los marcadores de apoptosis por medio de otra
metodologia, como microscopia confocal que permita diferenciar los
nacleos totales de los ndcleos positivos para este proceso, ya que la gran
celularidad de esta regién dificulta la observacion directa de las células
inmunomarcadas.

3. Ampliar el estudio hacia la proliferacién celular y su relacion con los

procesos de muerte celular durante el desarrollo cardiaco en condiciones
de sobrealimentacion materna.
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ANEXO: 1. POE PARA ANESTESIA Y DISECCION DE UTERO DE RATA
WISTAR E IMPLANTACIONES

CODIGO:

PROCEDIMIENTO
OPERATIVO ESTANDAR

PARA LA ANESTESIA Y VERSION: 01
EXTRACCION DE UTERO
CON IMPLANTACIONES Y DE

Universidad

del Valle ORGANOS MATERNOS DE FECHA DE
RATA WISTAR PRENADA VIGENCIA

Laboratorio de Histologia PAGINAS: 1 DE

11
Realizado por: Reviso Aprobo
Maria Eleonora Liliana Salazar Monsalve
Tejada Carolina Pustovrh
Fecha Fecha Fecha

Observacion: Este protocolo fue elaborado en el Marco del Proyecto de
Investigacion “Consecuencias de la Obesidad Materna sobre el Desarrollo
Cardiaco Fetal” el cual cuenta con aprobacion por parte del Comité de Etica de la
Universidad del Valle. Este documento abarca la Anestesia del Biomodelo, la
extraccion del atero con sus implantaciones, asi como de ciertos Organos
maternos. Para la diseccion del Gtero y obtenciéon de fetos y corazones fetales
véase el POE respectivo.

Introduccidén

En los procedimientos de experimentacion con animales la adecuada
manipulacion de los biomodelos es tan importante como la obtencion de las
muestras. Es un imperativo cientifico y ético durante un experimento evitar
cualquier dolor y sufrimiento innecesario a los especimenes, de manera que la
manipulacion y realizacién del respectivo procedimiento no debe ir en detrimento
de estos.
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Por lo anterior, con el objetivo de dar un trato humanitario al animal, facilitar su
manipulacion y poder llevar a cabo la realizacion del procedimiento de extraccion
de fetos y 6rganos maternos se expone en este texto como método anestésico el
Isoflurano (ISOFLURANO USP® - Baxter, frasco 100ml) administrado por via
inhalatoria. Adicionalmente, debido a que la muerte del biomodelo hace parte del
protocolo experimental, se emplea la misma sustancia para inducir el cese de
funciones del animal. La rapida y facil alteracion en los niveles de éste anestésico
permite producir la muerte sin ocasionar dolor cuando se da una sobreexposicion
al inhalante, pues se genera hipotension, depresion respiratoria y posterior cese
de las funciones vitales. Este método es indoloro, rapido, evita la excitacion,
reproducible, irreversible, sencillo de administrar y seguro, cumpliendo con los
criterios primordiales, en términos del bienestar del animal, para la realizacion de
la eutanasia.

Métodos fisicos para la eutanasia, como la dislocacién cervical o la decapitacion,
no se consideran en este experimento, pues estan indicados cuando los métodos
quimicos invalidan los resultados, y no es el caso.

En consideracion con el principio de las tres R, creado por Russell y Burch, que
postula el concepto de ciencia humanitaria y sensible para el trabajo cientifico
garantizando el uso racional y respetuoso del animal experimental, reduciendo el
namero de animales usados en los proyectos de investigacion, reemplazando el
animal siempre que es posible por otro tipo de modelos, y refinando los
procedimientos de manipulacion mediante el uso de su etologia; se ha presentado
como parte del proyecto de investigacion en el que se enmarca este protocolo la
creacion de un “Banco de Organos Maternos de Ratas Wistar del Proyecto”, como
alternativa de reduccién en el nimero de animales empleados en investigacion
con la posibilidad de investigacién de los cambios tisulares en grupos de ratas
Wistar sometidos a tipos de dieta diferentes.

Objetivo.

Dar una guia para la realizacion de Anestesia y Extraccion de (tero con
implantaciones en estadio E13.5y 16.5 de Rata Wistar

Realizar las correspondientes extracciones y disecciones de implantaciones,
obtencién de fetos y explantacion de corazones fetales.

1. Alcance.
Facilitar a todo el personal del Laboratorio de Histologia de la Universidad de Valle
un protocolo de Procedimiento Operacional Estandar (POE) para la Anestesia y
Extraccion de Utero con implantaciones y de O6rganos maternos de Rata Wistar
prefiada.
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2. Autoridad y Responsabilidad.

El coordinador del laboratorio y el comité de ética animal son la autoridad del
documento. La responsabilidad es de cada persona que desarrolla este protocolo.

Para cualquier procedimiento que implique el uso de biomodelos es necesario la
aprobacion por parte del comité de ética animal de la universidad del Valle.

3. Biomodelos

Ratas Wistar prefiadas, procedentes de un grupo Control y obeso, con embriones
en estadio dpc, 13.5 dpc o 16.5 dpc, de acuerdo a la programacion de los
investigadores del proyecto.

Materiales

Papel servilletas absorbentes

Cajas Petri grandes y pequefias

Vasos de precipitado

Recipientes de plastico para pesar
Tijera curva

Tijeras mosquito (Microcirugia)Pinza lisa
Pinza con garra

Pinza Kelly

. Tijera de punta

10.Aguja 21 G

11.Frascos para almacenaje de embriones con respectivo fijador (PLP)
12.Hielo

13.Goteros

14.Nevera de icopor

15.Jeringa 10 ml

16.Tubos cénicos para muestra de sangre

CoNoOO~WNE

Anestésico:
1. Isofluorano
Elementos de proteccion

1. Guantes desechables
2. Tapaboca
3.Gorro
4, Bata
Equipos

Camara fotogréafica
Balanza
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Estereomicroscopio Meiji RZT

Reactivos:

Fijador PLP
Solucion fisiolégica
Agua destilada
Alcohol al 70%
Hipoclorito
Heparina

ounkwneE

Procedimiento: Diseccién Utero de Rata Wistar dia 13.5y 16.5 de gestacion

1. Toma de mediadas murinometricas del biomodelo materno correspondientes a
peso, Talla1, Talla2 y circunferencia abdominal.

STalla A: hocico - base de la cola

4Talla B: hocico - punta de cola

|Ta||a C: Circunferencia abdominal |

Imagen 1. Evaluacion del peso del biomodelo (A). Toma de medida en centimetros
desde punta del hocico-base de la cola y base de la cola —punta de la cola (B).
Evaluacion de la medida de la circunferencia abdominal (C).

1. Anestesia del biomodelo: ubicar algodén humedecido con isofluorano en
jaula y depositar el biomodelo

76



Imagen 2. Biomodelo en proceso de anestesia via inhalatoria

2. Ubicar el biomodelo en la mesa de diseccion

3. Seguir suministrando isofluorano via inhalatoria hasta sedacion profunda.

4. Realizar el respectivo seguimiento de perdida de movilidad y sensibilidad
del biomodelo monitoreando con pinzas en extremidad inferior la ausencia
de respuesta a estimulo.

Imagen 3. Procedimiento de mantenimiento de anestesia via inhalatoria biomodelo en
gestacion dia E13.5.

5. Posterior a la verificacion de pérdida de reflejos y movilidad del biomodelo
colocarlo en posicion de cubito supino, proceder a realizar tricotomia (corte
de pelo) en el area abdominal , seguido de la limpieza de la zona con
alcohol al 70%.
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Imagen 4: Proceso de Cricotomia region abdominal de biomodelo en dia
gestacional E13.5

6. Realizar incision lateral a nivel de la pelvis
w=a

Imagen 5: Incisién en abdomen inferior a nivel de la linea media.

7. Realizar abordaje y diseccion de las estructuras pélvicas (muasculos)
utilizando tijera

Imagen 6: Lineas de incisibn para una completa exposicion de la cavidad
abdominal. Esquema modificado www.bosco.org.

8. Disecada la region pélvica se procede a separar y limpiar con algodon el
tejido adiposo, con el fin de visualizar la vena abdominal, de donde se
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realiza la toma de muestra de sangre con jeringa previa heparinizacion de
la aguja (Imagen 7).

Imagen 7. Retroperitoneo disecado para exposicion de grandes vasos y toma de
muestra sanguinea (vena abdominal) en Rata Wistar prefiada del grupo obeso con
fetos en E13.5 dpc. Notese el abundante tejido adiposo.

9. Obtenida la muestra se deposita en tubo plastico, dejando en reposo para
posteriormente obtener el sobrenadante y realizar el respectivo centrifugado
por 10 minutos, para la posterior obtencion de la muestra de suero.

10.Localizar, visualizar, y cortar a nivel de los cuernos el Utero con las
implantaciones.

Imagen 8. Movilizacién del bloque intestinal y exposiciéon de grandes vasos
retroperitoneales en Rata Wistar prefiada del grupo control con implantaciones.
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Bifurcacion de los cuernos
= ] I8

Imagen 9. Zona de corte para la extraccion completa del Gtero con sus respectivas
implantaciones. Rata Wistar prefiada del grupo obeso con fetos en E13.5 dpc.

11.Extraccion del utero y traslado a servilleta de papel para separar el tejido
adiposo

uerno uterino izquierdo
on implantaciones b

-

Diseccion del
| esenterio

Imagen 10. Diseccion del mesenterio uterino en Rata Wistar Prefiada del grupo
obeso con fetos en E13.5 dpc.

| Lateralidad de Cuernos Uterinos |
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Imagen 11. Bloque uterino con implantaciones. Izquierda: Se ubica la lateralidad de los
cuernos en la servilleta. Observe los restos de grasa peri-ovarica asi como los ovarios.
Derecha: Blogue en caja de Petri con solucion fisioldgica.

12.Finalizado la limpieza de tejido adiposo del Utero, este se deposita en placa
petri con solucidn fisioldgica para realizar el respectivo lavado.

Imagen 12. Lavado de Utero en dia 13.5 de gestacién en solucién fisiolégica

13. Identificar y contar nUmero de implantaciones existentes y registrar en el
formato teniendo en cuenta la ubicacion de cada implantacion.

Derecho lzquierdo

P

ALK g

Imagen 13. Utero de Rata Wistar con 12 implantaciones. A la derecha se muestra el
esquema de numeracion estandar para la identificacion y posicion de las implantaciones.

14.Separaciéon de implantaciones y diseccion de membranas para la obtencion
de fetos.

15.Ubicar las implantaciones separadas en cajas petri con solucion fisiolégica
fria.

16.Se separan la totalidad de implantaciones y se depositan en solucion
fisiologica fria hasta la respectiva diseccion y obtencién del feto.
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Imagen 14. Implantacién procedente de rata Wistar en dia gestacional E13.5.

17.Para cada una de las implantaciones en el de dia E13.5 y E16.5 se procede
bajo estereomicroscopio a realizar la respectiva diseccion de
implantaciones.

18.Con agujas delgadas o tijeras de microcirugia, hacer una incision en el
borde del saco embrionario.

19.Con la ayuda de micro pinzas se expone el feto.

Imagen 15. Diseccién de deciduas para obtencion de fetos y corazones fetales.(A)
Diseccion de implantaciones bajo estereoscopio (B) Implantacion para obtencion de feto.
(C) Feto en estadio 13.5

20. Obtenido el feto en dia E13.5/E16.5, se colocan en tubos eppendorf con
PLP (solucion fijadora) y previa rotulacion con los datos establecidos,
durante 2 (dos) horas.

21.Terminado el tiempo de fijacién, se hace cambio a alcohol al 70%.
22.Almacenamiento en nevera a 4°C.

23.Tener en cuenta que los fetos obtenidos en dia E13.5 se fotografian en
estereoscopio y sus respectivas placentas se fijan en PLP durante 24
horas.
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24.Las placentas de dia E16.5 se deben pesar y posteriormente fijar en PLP
durante 24 horas.

25.Los fetos obtenidos se pesan y fotografian en caja Petri pequefia con
solucion fisiolégica fria.

Imagen 16. Fotografia de fetos en dia E16.5 de gestacibn observados en
Estereoscopio. (A) Se observa un feto procedente de RWC5-16.5-06 -0.5X.10.1X.
(LD)= lateral derecho. (B) RWC5-16.5-06 -0.5X.10.1X. (LD)=lateral izquierdo.

26.Terminada la toma de fotografias se procedera a la respectiva diseccion y
extraccion del corazoén fetal en dia E13.5 y E16.5.

Imagen 17. Fotografia de corazones fetales en dia 13.5 de gestacién (A) y 16.5 (B)
Posterior a la explantacion. Procedimiento realizado bajo estereomicroscopio.

Finalizados los procedimientos, se procede a:
e Limpieza del area de trabajo.
e Lavado de instrumental.
e Inactivacion de residuos de sangre con hipoclorito.
e Cernido de residuos de tejidos fetales, para el debido descarte en
bolsas rojas al igual que los procedentes de la madre, los cuales

deberan ser depositados en la nevera destinada a residuos
biologicos.
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ANEXO 2. POE PROCESO ESTANDAR DE DESHIDRATACION, INCLUSION
EN PARAFINA Y CORTE DE CORAZON FETAL DE RATA WISTAR
ESTADIO 13.5Y 16.5

CODIGO:
PROCEDIMIENTO OPERATIVO
ESTANDAR PARA
DESHIDRATACION - 7
INCLUSION-CORTE DE VERSION: 01
CORAZONES FETALES DE
iversi RATA WISTAR EN ESTADIO
et valle - 13.5Y 16.5 FECHA DE
VIGENCIA
. . ] PAGINAS: 1
Laboratorio de Histologia DE 7
Realizado Reviso Aprobo
por: Liliana Salazar
Maria Monsalve
Elgonora Carolina Pustovrh
Tejada
Fecha Fecha Fecha

Introduccién:

La inclusién es un método que permite el endurecimiento de las muestras y sus
tejidos, infiltrando las muestras con sustancias liquidas (parafina) que después de
un proceso de enfriamiento se solidifican, sin afectar las caracteristicas de esta y
sus componentes. Con este método se pueden obtener cortes (finos y sin
romperse) del orden de um a nm; ademas de preservar la muestra por un largo
periodo de tiempo.

Después de la fijacion, las muestras deben ser incluidas para permitir la
realizacion de cortes delgados. Tal dureza se obtiene embebiendo las muestras
con sustancias liquidas que posteriormente se solidifican, como la parafina. La
parafina no es hidrosoluble, entonces se debe sustituir el agua de los tejidos de la
muestra por un solvente organico liposoluble (xilol). El agua se retira de los tejidos
utilizando alcoholes en concentracion ascendente (70%, 80%, 95% y 100%), luego
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se infiltra con xilol y por dltimo se afiade la parafina que ocupa los lugares donde
estaba el agua.

1. Objetivo.

¢ Realizar la deshidratacion e inclusion en parafina de corazone fetales de
rata Wistar en estadio 13.5y 16.5.

2. Alcance.

Este procedimiento esta dirigido a todo el personal del Departamento de
Morfologia que requiera deshidratar e incluir muestras, para su posterior corte
y tincion.

3. Autoridad y Responsabilidad.

El coordinador del departamento es la autoridad del documento, y la
responsabilidad es de la persona que realice el proceso.

Materiales
1. Pinzas lisas
2. Pinza Kelly
3. Toallas absorbentes
4. Canastillas de inclusion metalicos
5. Canastilla metalicos
6. Lapiz
Elementos de proteccion

1- Guantes desechables
2- Tapaboca
3- Gorro
4- Bata
Equipos
1- Cémara extractora (FEX 120)
2- Procesador de tejidos (Leica TP 1020)
3- Estacién de inclusion (Histocentre 3)
4- Estufa

Reactivos:
1- Alcohol de 70%
2- Alcohol de 95%
3- Alcohol 80%
4- Alcohol 100%
5- Xilol
6- Parafina (Paraplast)
7- Hipoclorito de sodio 0.5%
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4. Procedimiento

Antes de iniciar el procedimiento se debe realizar la limpieza del sitio de trabajo, y
tener listo el material que se utilizara (corazones fetales). Dar inicio al procesador
de tejidos una hora antes, para que la parafina esté totalmente derretida.

4.1Preparacion del lugar de trabajo:

El procedimiento de disposicion de los corazones fetales (muestras) antes de su
deshidratacion se realiza en la campana extractora, ésta debe estar limpia y con
los materiales a utilizar listos y ordenados, para el caso:

Pinzas lisas

Pinza Kelly

Toallas absorbentes

Canastillas metalicas para procesar muestra

Lapiz

Recipiente con alcohol de 70%

OhrWONE

4.20btencidn de los corazones fetales recipientes (tubos)

Extraer los corazones de los tubos eppendorf en los que encuentran
almacenados para proceder a:

e Marcar con lapiz en papel filtro los respectivos datos de la muestra y
depositar en la canastilla.

e Depositar el corazon a procesar en la respectiva canastilla metalica

Imagen 1. Materiales para el procesamiento de corazones fetales estadio
13.5y 16.5. (A) Canastilla metélica para depositar la muestra. (B) Recipiente
para disponer las muestras a procesar.

e Pasarlo al recipiente que contiene alcohol de 70% (disponer todas las
muestras).

e Llevar el recipiente al procesador de tejidos.

86



ggee ©8 O
[l 2101012 A
2600 o

Imagen 2.Procesador de tejidos (Leica TP 1020)

4.3Procesador de tejidos

El procesador de tejidos es un equipo que permite la deshidratacion y la
parafinizacion de los tejidos. Este equipo consta de 12 vasos:

Reactivos Cantidad de Tiempo para
vasos corazones
fetales
Alcohol 70% 1 20 minutos
Alcohol 80% 1 20 minutos
Alcohol 95% 2 20 minutos
Alcohol 100% 4 20 minutos
Xilol 2 20 minutos
Parafina 2 30 minutos

Se puede programar el equipo a diferentes tiempos para permitir una mejor
deshidratacion y parafinizacién de cada tipo de tejido.

4.4 Inclusiéon final en parafina.

Después de que salen las canastillas del procesador de tejidos, se pasan a la
estacion de inclusion; la cual debe de estar funcionando minimo dos horas
antes para que la parafina esté totalmente derretida (temperatura 60 °C); la
placa fria y zona fria pueden estar funcionando media hora antes.

1. Las canastillas metalicas, después de sacarlas del procesador de tejidos se
depositan en un zona caliente dentro de la estacion junto con los moldes
metalicos.

2. Verificar que la llave reguladora de parafina este abierta lo suficiente y se
procede a llenar los moldes metalicos de parafina liquida.
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3. Tomar la muestra de las canastillas con un pinza lisa y colocarla en el
molde metélico ubicandola en la forma que se requiera.

4. Desplazar el molde hacia la zona fria haciendo presién negativa sobre la
muestra; sostener el molde en la zona fria hasta que el fondo se solidifique.

5. Rapidamente colocar la base del cassette sobre el molde metalico (la tapa
se descarta), agregar mas parafina liquida; sin dejar que se rebose.

6. Pasar a la placa fria para que la parafina se solidifique. Después de que la
parafina esté solidificada, se retira el molde metélico y queda lista la
muestra para el proceso de corte.

Imagen 3. Procedimiento inclusién en parafina de corazones fetales.
En (A), se observa estacion de inclusion (Histocentre 3). Elaboracion de bloques
con corazones fetales (B y C), para el respectivo proceso de corte.

Nota: El tanque de parafina se puede dejar a 56 °C cuando no se utilice; si
se deja a 60 °C la parafina se puede quemar; si no se va a utilizar por un
periodo prolongado, la estacion debe apagarse por completo.

4.5 Procesamiento de corte en microtomo de rotacion

Se procede a previo calentamiento del bafio Maria, posteriormente:

1. Se agrega 2g de gelatina al agua, en el cual se depositaran los cortes de
las muestras obtenidas del corte del bloque de parafina para permitir su
estiramiento.

2. Ubicar cual sera la cara que primero se ponga en contacto con la
cuchilla. Esta cara debera ser mas ancha que la opuesta, y ambas han
de ser paralelas.

3. Trimiar el bloque hasta hacer una piramide en la parafina.

4. Con todo ello se consigue una buena orientacion de la muestra en las
secciones, que cada nuevo corte arrastre sin problemas al previamente
cortado y que se puedan obtener tiras rectas de cortes.
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Los bloques retallados se colocan en una cubeta de hielo.

Preparacion del microtomo para el corte:

Colocar la cuchilla, para lo cual se saca de su contendor y se limpia con
alcohol para eliminar la sustancia grasosa con la que viene.

Orientacion de la cuchilla respeto a la superficie de corte de la piramide:
Orientar la cuchilla en un angulo de uno 10° respecto a la superficie de
corte.

Seleccionar el grosor de corte de los tejidos para microscopia de luz: 4
micras de espesor.

Ubicar la muestra en el porta muestras y llevar éste soporte hacia atras
(para evitar llevarse el tejido por un corte accidental)

Al manipular la muestra la manivela del microtomo debe de estar
asegurada para evitar accidentes.

™

Fijacion del bloque l\>
T\,
Orientacién de cuchilla >

J\/’

Seleccién de micras 4um

Imagen 4. Disposicidon y calibracion del micrétomo de rotacion.

La muestra retallada no esta en contacto directo con la cara superior o
de corte, por lo que es necesario un proceso de desbastado, utilizando
el micrétomo.

Una vez comenzado el corte de la muestra se obtienen tiras de
secciones unidas por las caras paralelas a la cuchilla. Estas tiras se
manipulan con pinceles y, antes de su fijacion definitiva en la superficie
de un portaobjetos, han de estirarse para que el tejido quede
perfectamente extendido.

Ubicar las secciones cortadas sobre el agua calentada y con gelatina a
unos 35 °C a 40 °C ya que el calor las hace extender sin llegar a su
punto de fusion. Antes de extender la muestra en el portaobjetos, éste
debe de estar debidamente marcado con un codigo, que logre su
identificacion, para esto se utiliza el lapiz de punta diamante.

10.Una vez que el agua se ha escurrido y estan extendidas las tiras de

cortes de parafina sobre el portaobjetos, se procede a un secado
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exhaustivo en una estufa a una temperatura de entre 35 °C y 40 °C
durante toda la noche.

4 4Desinfeccion y eliminacion de residuos

Residuos de alcohol: estos residuos deben descartarse en los recipientes
asignados o marcados como desechos de formol.

Los restos de muestra: Estos deben colocarse en bolsa roja y ser almacenado
en nevera para ser llevados luego al sitio de recolecciéon o directamente llevar al
sitio.

Material usado debe ser desinfectado con hipoclorito de sodio y bien lavado con
jabon neutro. Dejar secar y organizar en su sitio respectivo.

El recipiente metélico del procesador de tejidos y los moldes metalicos deben
lavarse con agua-jabon caliente para que le salga la parafina.

Los elementos de proteccion usados: Debe descartarse en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y listo para usar.
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ANEXO 3. POE PARA LA DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA DE
CASPASA 3 ACTIVADA EN CORTES DE CORAZONES FETALES
INCLUIDOS EN PARAFINA ESTADIO 13.5Y 16.5

PROCEDIMIENTO CODIGO:
OPERATIVO ESTANDAR
PARA LA DETECCION

INMUNOHISTOQUIMICA DE VERSION: 01
CASPASA 3 ACTIVADA EN
CORTES DE CORAZONES

Universidad FETALES INCLUIDOS EN FECHA DE
_delValle PARAFINA ESTADIO 13.5Y VIGENCIA
16.5
Laboratorio de Histologia SAGINAS: 1DE
Realizado por: Reviso Aprobo
Maria Eleonora Carolina Pustovrh
Tejada
Fecha Fecha Fecha

Introduccién

Las caspasas son esenciales para la apoptosis en las células, uno de los
principales tipos de muerte celular programada en desarrollo y en otras etapas de
la vida adulta. Son enzimas o proteasas que desempefian un papel esencial en el
proceso de apoptosis y la inflamacién. Como proteasas, las caspasas son enzimas
gue escinden otras proteinas. Son denominadas proteasas de cisteina, puesto que
utilizan un residuo de cisteina para cortar o escindir proteinas en el residuo de
acido aspartico. Se han identificado 14 diferentes, (12 caspasas en humanos y 2
en murinos). La determinacion de la activacion de la caspasa-3 presenta la ventaja
gue es un evento que tiene una alta correlacion con la induccion de apoptosis, ya
gue con esta técnica se puede cuantificar el numero y distribucion de células
apoptéticas, por lo tanto la activacién de la caspasa 3 se utiliza como marcador
temprano de este proceso. Segun la clasificacion, existen caspasas iniciadoras
como la CASP1l, CASP2, CASP8, CASP9, CASP10, CASP12) y caspasas
efectoras (CASP3, CASP6, CASP7, CASP14).

91




Objetivo.

Realizar el procedimiento para la determinacion de la caspasa 3 activada, en
cortes de corazones fetales en estadio 13.5 y 16,5 incluidos en parafina.

4. Alcance.

e Este procedimiento estd dirigido a todo el personal del Departamento de
Morfologia que requiera realizar determinacion de caspasa 3 activada en
muestras fijadas en formol e incluidos en parafina.

5. Autoridad y Responsabilidad.

El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la
responsabilidad es de la persona que realice el proceso.

6. Elementos de proteccion
Elementos de proteccion personal: Bata en material anti fluido de manga
larga, guantes de nitrilo, careta, tapabocas, gafas de proteccion, zapatos
cerrados, bata quirargica desechable, gorro, tapabocas y polainas.

Elementos de proteccion colectiva: camara de flujo laminar.

7. Equipos, Instrumentos, Materiales y Reactivos

Equipos
1. Horno microondas
2. Agitador de Mazzini

Materiales

1. Cortes de corazones fetales en estadio 13.5y 16.5.

2. Camara humeda

3. Pipetas automaticas

4. PAN PEN

Reactivos

1. Alcohol a diferentes concentraciones

2. Xilol

3. Buffer citrato Ph 6.0

4. PBS-T

5. Peroxidasa (H2032)

6. Metanol

7. Suero de bloqueo Ultra V block (Kit Ultravision LP Value)

92



8. Anti cuerpo primario monoclonal anti caspasa-3 activado goat (SC22171).
9. Rabbit-antigoat IgG-B: SC Biotinilado 2774

10. Avidina-Biotina (Staining Sistem SC-2023)

11.Twin 20

12.Etanol grado reactivo

13. Alcohol etilico grado reactivo

14.Hematoxilina

15.Medio de montaje

Procedimiento

1. Desparafinar los cortes en 2 cambios de xilol durante 3 minutos cada cambio
2. Hidratar los cortes:

2 cambios de alcohol al 100% durante 2 minutos

2 cambios de alcohol al 95 % durante 2 minutos

1 cambio de alcohol al 70% durante 1 minuto
3. Eliminar el alcohol y pasar a agua corriente durante 3 minutos.
4. Disponer las muestras en un coplin con Buffer citrato pH 6.0, para realizar la
Recuperacion antigénica. Tiempo 25 minutos utilizando microondas a una
Potencia de 10
5. Terminada la recuperacion antigénica, dejar atemperar las laminas con las
muestras
6. Lavar 3 veces las laminas con PBS, durante 5 minutos cada lavado (usar
agitacion)
7. Bloguear la actividad de la peroxidasa enddgena agregando al coplin, tampén
de H202 /Metano al 3 % e incubar durante 20 minutos
9. Terminado el tiempo de bloqueo de la peroxidasa, lavar 3 veces con PBS
durante 5 minutos cada lavado
10.Retirar las laminas del coplin, secarlas y marcar las muestras concéntricamente
con PAN PEN
11. Indicar los cortes para control negativo, los cuales no llevaran anti-cuerpo
primario, solamente PBS
12. Aplicar a los demas cortes, anticuerpo anti-caspasa 3 activada preparado asi:
Dilucion 1/100 TBS-T (5 pl caspasa 3 en 500ul de PBS-T)
13. Incubar las muestras con anti cuerpo primario durante 5 minutos y guardar en
nevera (realizar incubacién en camara humeda) durante toda la noche a 4°C

Al dia siguiente:

1. Recuperar el anti- cuerpo primario, lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos
(no usar agitacion)

2. Secar las muestras y agregar a los cortes Rabbit—Antigoat biotinilado Dilucién
1/200 e incubar 1hora y 15 minutos a temperatura ambiente (sin agitacion)
y en cadmara humeda.
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Recuperar el Rabbit—Antigoat. Realizar 3 lavados con PBS durante 5 minuto
cada uno
Finalizado el tiempo de incubacion retirar el Rabbit-Antigoat (Recuperar)
Lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos cada uno
Incubar 30 minutos con Avidina-Biotina (no recuperar)
Lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos cada lavado
Preparar revelador DAB (Diaminobencidina), utilizando la botella del Kit
Agregar revelador a las laminas e incubar durante 15 minutos
0 Finalizado el tiempo de incubacion con la DAB, realizar 3 lavados asi:
Primer lavado durante 10 minutos utilizando agua destilada
Segundo y tercer lavado durante 5 minutos
Nota: Inactivar y DAB con hipoclorito y descartar en el respectivo recipiente
dispuesto para esto.
11.Realizar contra tincién con hematoxilina (tiempo 3 segundos solamente en el
colorante dispuesto en un coplin)
12.Lavar con agua destilada 2 veces durante 5 minutos cada lavado
13.Deshidratar (utilizar bateria de IHQ)
Alcohol al 70% (un cambio)
Alcohol al 95 % (3 cambios)
Alcohol al 100% (3 cambios)
Xilol (4 cambios)
15. Realizar el respectivo montaje

'—“0.00.\‘!3".0’.J>
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ANEXO 4. POE PARA LA TECNICA DE TUNEL EN CORTES DE
CORAZONES FETALES INCLUIDOS EN PARAFINA ESTADIO 13.5Y 16.5

CODIGO:

PROCEDIMIENTO
OPERATIVO ESTANDAR

PARA LA TECNICA DE VERSION: 01
TUNEL EN CORTES DE
CORAZONES FETALES

U aiiad INCLUIDOS EN PARAFINA FECHA DE
— ESTADIO 13.5 Y 16.5 VIGENCIA

. . . PAGINAS: 1
Laboratorio de Histologia DE 4
Realizado por: Reviso Aprobd
Maria Eleonora Carolina Pustovrh
Tejada
Fecha Fecha Fecha

Introduccién

La valoracion de la apoptosis por el método de marcaje in situ del ADN
fragmentado o técnica de TUNEL (TDT-mediated d-UTP nick end labelling) tiene
su fundamento en la deteccion de la rotura del ADN internucleosomal,
caracteristica de la apoptosis. La técnica se basa en la incorporacion de
nucledtidos modificados, llevada a cabo por la enzima trasferasa terminal (TdT),
en los extremos 3’-OH libres que se generan al fragmentarse el ADN. Los nucleos
de células no apoptéticas presentan un numero muy bajo de extremos 3’-OH
libres, por tanto no resultan positivas para TUNEL.

En células apoptoticas, los nucleotidos unidos a dioxigenina son detectados a
continuacion, utilizando anticuerpos antidioxigenina conjugados con peroxidasa;
obteniendose una marca nuclear positiva luego del revelado con diaminobencidina
(DAB).
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Objetivo.

Realizar el procedimiento para la determinacion y cuantifican de células TUNEL
positivas en cortes de corazones fetales en estadio 13.5 y 16,5 incluidos en
parafina.

8. Alcance.

e Este procedimiento estad dirigido a todo el personal del Departamento de
Morfologia que requiera realizar determinacién y cuantificar células TUNEL
positivas muestras incluidas en parafina.

9. Autoridad y Responsabilidad.

El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el proceso.

10.Elementos de proteccion

Elementos de proteccion personal: Bata en material anti fluido de manga larga,
guantes de nitrilo, careta, tapabocas, gafas de proteccion, zapatos cerrados, bata
quirargica desechable, gorro, tapabocas y polainas.

Elementos de proteccion colectiva: camara de flujo laminar.
11.Equipos, Instrumentos, Materiales y Reactivos
Equipos

1. Horno microondas
2. Agitador de Mazzini
3. Microscopio de luz

Muestras: cortes de corazon fetales en estadio 13.5y 16.5.

Reactivos

Alcohol de 70%
Alcohol de 95%
Alcohol 80%
Alcohol 100%

Xilol

Buffer citrato pH 6.0
Peroxidasa (H202)
Metanol

N>R~ WNE
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9. PBS

10.ApopTag Fluorescein In Situ (S7110) que incluye:
11.Buffer de equilibrio

12.Working Strenght TdT

13. Stop Wash Buffer

14.Working strength anti-digoxigenin conjugate

15. Antifluoresceina HPR (Roche) 111426346910

16. Diaminobencidina (DAB)

17.Hematoxilina

18.Medio de montaje

Procedimiento

Para la realizacion de esta técnica, se utilizaron cortes de 4um de espesor de
corazones fetales en estadio E13.5y E16.5, se procedio a:

1. Desparafinar los cortes:

3 cambios de xilol durante 3 minutos cada cambio

2 cambios de etanol absoluto (100%) durante 5 minutos
1 cambios de etanol al 95 % durante 5 minutos

1 cambio de etanol al 70% durante 5 minutos

1 cambio a agua destilada durante 3 minutos

2. Proceder a realizar rrecuperacion antigénica (microondas), para lo cual las
placas con las muestras se ubican en un coplin con buffer citrato pH 6.0, se
programa el microondas a una Potencia de 10. Tiempo de la recuperacion
antigénica 25 minutos.

3. Lavar 2 veces las laminas con PBS, durante 5 minutos cada lavado usando
agitacion)

4. Bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena con H202 /CHs al 3% durante
20 minutos.

Preparar asi:
10 ml de agua oxigenada (H2032)
90 ml de metanol (CHa)

5. Terminado el tiempo de bloqueo de la peroxidasa enddgena, lavar 3 veces con
PBS durante 5 minutos cada lavado

6. Aplicar buffer de equilibrio (Tapa azul), para lo cual se debe quitar el exceso de
liquido alrededor de los cortes y aplicar aproximadamente 30ul a cada corte
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7. Incubar por menos de 10 segundos a temperatura ambiente, seguidamente
secar con servilleta con suaves golpes para eliminar el buffer de equilibrio.
Posteriormente aplicar Working Strenght TdT enzima (tapa roja), preparandolo
asi:

77 ul de buffer de reaccion (ref: 90417)

33 ul de TdT enzima (tapa amarilla)

Aplicar y colocar papel film transparente e incubar durante una hora
Nota: Los controles negativos fueron cortes incubados sin TdT, incubarlos con
PBS

8. Aplicar Stop/Wash Buffer, preparandolo previamente y luego de usarlo
recuperarlo. Utilizando coplin y agitacién durante 15 segundos e incubar por 10
minutos a temperatura ambiente. Lavar tres veces durante un minuto cada lavado
con PBS.
9. Aplicar Working/Strenght anti-digoxigenin conjugate (tarro café), para lo cual se
debe hacerse primero dos (2) lavados de la solucién de bloqueo
Preparandola asi:

68ul x 2 = 136pl de la solucion de bloqueo

62ul x 2 = 124l de anti-digoxigenin conjugate
Luego aplicar a las placas 26pul del compuesto, colocar papel film, incubar durante
30 minutos evitando la luz (utilizar camara himeda)

10. Terminado el tiempo de incubacién, lavar cuatro (4) veces con PBS por
espacio de 2 minutos cada vez

11. Aplicar anti fluoresceina (cantidad de 50ul en cada placa) luego tapar por
espacio de 45 minutos para su incubacion a temperatura ambiente y oscuridad,
terminado el tiempo hacer tres (3) lavados con PBS durante cinco (5) minutos
cada uno

12. Revelar con Diamino benzidina (DAB), prepararlo asi:
1.6 ml de buffer sustrato
1 gota de DAB
1 gota de Peroxidasa

13. Incubar durante 15 minutos y hacer lavados asi: primero con agua destilada
durante 10 minutos, segundo y tercer lavado por espacio de cinco (5) minutos
cada uno

14. Finalmente hacer contra tincion con hematoxilina durante tres (3) segundos

solamente para cada lamina en coplin, y lavar con agua destilada dos (2) veces
por espacio de cinco (5) minutos cada lavado
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15. Deshidratar los cortes utilizando bateria para inmunohistoquimica por cuatro
(4) minutos cada cambio, utilizando:

Alcohol 70% 1 cambio
Alcohol 95% 3 cambios
Alcohol 100% 3 cambios
Xilol 4 cambios

16. Realizar el respectivo montaje de las placas.
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ANEXO 5. POE PARA LA CUANTIFICACION DE CELULAS CASPASA 3
ACTIVADA POSITIVAS (PRUEBA DE CONCORDANCIA)

CODIGO:

CUANTIFICACION DE CELULAS
INMUNOMARCADAS CASPASA 3

ACTIVADA EN MUESTRAS VERSION: 01
PARAFINADAS DE CORAZONES
FETALES EN ESTADIO E13.5 Y

Vel E16.5. FECHA DE
(PRUEBA DE CONCORDANCIA) VIGENCIA
. . . PAGINAS: 1

Laboratorio de Histologia DE 7
Realizado por: Reviso Aprobd
Maria Eleonora Carolina Pustovrh
Tejada
Fecha Fecha Fecha

Independientemente del disefio de investigacion, la validez de un estudio puede
verse afectada si se utilizan mediciones poco fiables. Una importante fuente de
error de medicion es producto de la variabilidad inter observador, cuya magnitud
es posible de estimar a través de los llamados estudios de concordancia, los
cuales tienen como objetivo estimar hasta qué punto dos observadores coinciden
en su medicién!. Por lo tanto, los métodos estadisticos de evaluacion de
concordancia permiten determinar la fiabilidad en la evaluacion de la repeticion de
un evento. En este caso, se realizara la cuantificacién de células inmunomarcadas
caspasa 3 activada positivas. Para lo cual se realizara una prueba piloto para
determinar la concordancia entre experto e investigador. Seran evaluadas el
porcentaje de células inmunomarcadas caspasa 3 activada, en muestras de
corazones fetales de Rata Wistar en edad gestacional 13.5 y 16.5, para garantizar
la reproducibilidad de los resultados. Por lo tanto, es fundamental contar con un
protocolo de identificacién y cuantificacion de células que incluya los parametros a
estudiar.
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Objetivo

Determinar el grado de concordancia intra observador e inter observador en la
cuantificacion de células inmunomarcadas caspasa 3 activada.

Materiales
-Microscopio Leica DM 750
-Camara Leica DFC 295
-Programa LAS V3
-Computador de escritorio Dell
-Contador manual para células de una tecla Marca Tokio

Muestra
De la muestra total de cortes de corazones n= 12 correspondientes a (6 del grupo
control y 6 del grupo obeso), se seleccionaron al azar cuatro (4) cortes de 4um de

espesor de corazones que estuvieran completos, segun distribucion (Ver tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de muestras de cortes de corazones fetales en estadio 13.5y
16.5

Edad Gestacional
E13,5 E16,5
Control Obeso Control Obeso

Total

cortes 1 1 1 1
Areas a

evaluar 5 5 5 5
Total de
conteos 3 3 3 3
por area

Total de
mediciones 15 15 15 15

Posterior a el procesamiento inmunohistoquimico para los preparados
histologicos, se realiza la cuantificacion directa de las células inmunomarcadas por
campo de vision utilizando un microscopio 6ptico Leica DM 750 adaptado a su
respectiva camara Leica DFC 295 a aumento de 100X, el microscopio esta
ubicado en el departamento de morfologia.

La evaluacion se realiza en cinco (5) areas especificas (atrios derecho e izquierdo,
ventriculos derecho e izquierdo y tabique interventricular), teniendo en cuenta en
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cada region seleccionar un area al azar en la cual se realiza siempre la
cuantificacion por triplicado (Imagen 1).

Imagen 1: Regiones a evaluar y cuantificar en el corazén fetal estadio E13.5. AD=
atrio derecho. VD=ventriculo derecho. Tl=tabique interventricular. VI=ventriculo izquierdo.
Al= atrio izquierdo.

Para certificar que siempre es la misma regidbn en la que se realiza la
cuantificacion de células inmunomarcadas, se tendra en cuenta las coordenadas
de posicion de la placa con la muestra y los respectivos valores en milimetros en
los correspondientes ejes Xy Y (Ver tabla 2y 3).

Tabla 2. Coordenadas para la ubicacién de las placas con muestras del
estadio E13.5

Ventriculoderecho  (Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo

Biomodelo Cadigo corazén Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X(mm) | Eje Y(mm]| Eje X (mm) | Eje Y {mm]| Eje X (mm) | EjeY (mm)| Eje X (mm)
1 [RWO-FIII-1-HI3.5-08 10 140 10 10 10 10 10 141 10 140
5 |RWCFI8-H135-05 9 137 9 137 10 137 9 1% 9 1

Tabla 3. Coordenadas para la ubicacion de las placas con muestras del
estadio E16.5

Ventriculo derecho  |Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo

Biomodelo Cédigo corazon Eje Y (mm)| Eje X {mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X {mm] | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X {mm)
2 |RWORII-03-H16.5-05 52 135 6 137 b 135 4 135 b 135
5 [RWCFI-11-H165-11 W 135 2 155 W 135 1 136 13 135

Posteriormente, en los mismos campos de vison se identifican y se registran la
cantidad de células marcadas caspasa 3 activada positivas. Para la determinacién

102



del grado de concordancia se utilizan los mismos datos durante la cuantificacion
en los cortes y en las areas especificadas (Tabla 2 y 3) las cuales fueron revisadas
por el experto y el investigador

Areas de medicion
Se encuentran establecidos en la tabla 4 y 5 de la matriz de recoleccion de datos
en la que se realiza el registro respectivo.

Tabla 4. Matriz de recoleccién de datos cuantificacion células caspasa 3 activada
estadio 13.5

CHAD/CTC| R0 | CoAD) | CPOf | CRO | CPOf | | | O | G| M| O | | O

bt | Gt o | cono | oo | oo | ceo (oo (ol oo | oo | o | oo | oo | com

L [WORILH3548
5 PMCHBHE3 545

Tabla 5. Matriz de recoleccion de datos cuantificacion células caspasa 3 ativada
estadio 16.5

40 | 0 | ChAD) [ GO | CRDf | ) do o o T o A

-
01 SR e | o | oo { o | oo | e o | oo | e | oo | oo | oo

L [RWORHte52
b [MhCees

Abreviaturas

CT_AD Numero de células totales en el campo de vision del atrio derecho

CT_VD Numero de células totales en el campo de vision del ventriculo derecho
Numero de células totales en el campo de vision del tabique
CT_TI interventricular

CT-VI Numero de células totales en el campo de vision del ventriculo izquierdo

CT_Al  Numero de células totales en el campo de vision del atrio izquierdo
CTT(+)

AD Numero de células caspasa 3(+) en el campo de visién del atrio derecho
CTT(+) Numero de células caspasa 3 (+) en el campo de vision del ventriculo
VD derecho

CTT(+) Numero de células caspasa 3(+) en el campo de visibn del tabique
TI interventricular

CTT (+) Numero de células caspasa 3(+) en el campo de vision del ventriculo

VI izquierdo

CTT(+) Numero de células caspasa 3 (+) en el campo de vision del atrio
Al izquierdo
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Parametros estadisticos

Con base en las cuantificaciones realizadas por el experto y el investigador, se
procede a calcular: el coeficiente correlacion de concordancia (CCC), indice de

Linn.
Procedimiento:

Cuantificacion de células inmunomarcadas caspasa 3 activada positivas

Se tendra en cuenta las siguientes pautas:

1. Seleccionar el corte completo del corazén fetal en estadio especifico

2. Ubicar la placa con el corte en el microscopio, visualizar en aumento de 10X.
Identificar en el campo el area a evaluar (atrio derecho, ventriculo derecho,
tabique interventricular, ventriculo izquierdo, y atrio, izquierdo).

3. Colocar aceite de inmersion y visualizar con aumento de 100X la region de
interes.

4. Posicionar la placa utilizando la reglilla ubicada en la platina del microscopio,
segun coordenadas dadas para cada region (Ver tabla 2 y 3)

"
T el 1 1'4' 3 i.\ ."‘1'
Imagen 2. (A) Ubicacibn muestra aumento 10X (B) Enfoque aumento 100X.
(C) coordenadas de ubicacién de las respectivas muestras.

Aatts

5. Enfocar y realizar el conteo del total de células en el campo de vision utilizando
el contador manual de células de una tecla. Registrar la cantidad de células en
la respectiva matriz de recoleccion de datos.
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Imagen 3. Vista microscépica en el atrio izquierdo de corazén fetal estadio E13.5 a
aumento de 100X.

N

Imagen 4. (A) Cuantificacion de células inmunomarcadas caspasa 3 activada. En (A) se
indica el total de células en el campo de vision en un area especifica. (B) Total de células
inmunomarcadas caspasa 3 activada positivas en el campo de vision en el area
correspondiente indicada en (A).

6. En el mismo campo de vision realizar la identificacion y respectiva
cuantificacion de células caspasa 3 activada positivas (+). Para lo cual se tiene
en cuenta las células marcadas tincion citoplasmaticas y/o nuclear tefiidos de
color marrén (Imagen 4).

7. Finalmente, registrar los valores obtenidos en la matriz de recoleccién de datos
respectiva (Tablas 4 y 5)

8. Realizar la cuantificacion por triplicado en cada region bajo las mismas
condiciones y criterios establecidos en tres momentos diferentes.

105



ANEXO 6. POE PARA LA CUANTIFICACION DE CELULAS
INMUNOMARCADAS CASPASA 3 ACTIVADA Y TECNICA DE TUNEL EN
MUESTRAS PARAFINADAS DE CORAZONES FETALES ESTADIOE 135Y

E16.5
CcODIGO:
PROCEDIMIENTO OPERATIVO
ESTANDAR PARA LA
CUANTIFICACION DE VERSION:
CELULAS INMUNOMARCADAS 01
CASPASA 3 ACTIVADA'Y
Universidad TECNICA DE TUNEL EN
del Valle MUESTRAS PARAFINADAS DE FECHA DE
CORAZONES FETALES VIGENCIA
ESTADIO E 13.5Y E16.5
. . ] PAGINAS: 1
Laboratorio de Histologia DE 10
Realizado por: Reviso Aprobo
Maria Eleonora Tejada Carolina Pustovrh
Fecha Fecha Fecha

Introduccidén

Son varios los métodos desarrollados para detectar células apoptéticas, sin
embargo, la mayoria no son aplicables a secciones histolégicas de tejidos
embebidos en parafina. Los avances en la comprension de los eventos
moleculares ocurridos en el proceso de apoptosis han llevado a la busqueda de
diferentes técnicas de deteccion de dicho evento. Por lo cual, la realizacion de
ensayos que detecten la caspasa 3 activada es uno de los métodos ampliamente
descritos, siendo este uno de los indicadores especificos para la deteccion de
este mecanismo de suicidio celular (85). Las caspasas, son una serie de cistein-
proteasas que se encuentran en forma de zimogeno en todas las células,
utilizandose la activacion de la caspasa 3 como marcador temprano de la
apoptosis (61). Se expresan ampliamente en una forma de pro enzima inactiva en
la mayoria de las células y una vez activadas puede activar otras procaspasas,
permitiendo la iniciacion de una cascada de proteasas. Algunas procaspasas
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también tienen la capacidad de auto activarse. Esta cascada proteolitica, en la que
una caspasa puede activar otras caspasas, amplifica la via de sefalizacién de
apoptosis (38).

La expresion morfoldgica de apoptosis se caracteriza por la condensacion de la
heterocromatina nuclear, la disminucion de tamafo celular y la condensacion
citoplasmatica, lo que da lugar a la imagen morfolégica que se conoce como
cuerpo apoptoético. Este proceso ocurre tan rapidamente, que se hace dificil
observarlo y cuantificarlo utilizando solamente la morfologia. Otro método directo
atil para estudiar la apoptosis es la técnica de TUNEL (TdT-mediated x-dUTP nick
end labeling) (91); por lo tanto la técnica se basa en analizar las caracteristicas de
fragmentacion del ADN, fenbmeno posible de observarlo por medio de la técnica
de TUNEL, permitiendo de esta manera, observar las células apoptéticas y su
localizacion en un 6rgano a estudiar. El fundamente del ensayo radica en marcar
los extremos de los fragmentos nucleosomales, con predominio de terminales
3’OH libres en cadenas simples o dobles de ADN, que pueden ser detectados
mediante la incorporacién de nucle6tidos marcados con digoxigenina por accion
de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). De esta manera los
fragmentos de ADN que se generan durante el proceso de apoptosis pueden
identificarse y localizarse “in situ”. Teniendo en cuenta las bien conocidas
caracteristicas morfo tipicas descritas y caracterizadas por Kerr y Wyllie (63).

En este sentido, es indispensable establecer criterios claros para la cuantificacion
de células inmunomarcadas caspasa 3 activada y TUNEL positivas en cortes
parafinados de corazones fetales de Rata Wistar en edad gestacional E13.5 y
E16.5.

Objetivo

Establecer el protocolo de cuantificacién de células inmunomarcadas caspasa 3
activada y TUNEL postivas en corazones fetales de rata Wistar en estadio E13.5y
E16.5 provenientes de un grupo control y un grupo obeso.

Materiales
-Microscopio Leica DM 750
-Camara Leica DFC 295
-Programa LAS V3
-Computador de escritorio Dell
-Contador manual para células de una tecla Marca Tokio

Muestra
Cortes de 4 um de grosor de corazones fetales de rata Wistar en estadios E13.5y

E16.5. Los corazones completos fueron incluidos en parafina y procesados para
obtener cortes de espesor, segun distribucién (Ver tabla 1 y tabla 2).
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Tabla 1. Distribucion de muestras evaluadas por medio de la técnica de
inmunohistoquimica para deteccion de caspasa 3 activada.

Pardmetro Caspasa 3 activada
Edad E13.5 Edad E16.5
Grupo Grupo Grupo  Grupo
control obeso control obeso

Total 3 3 3 3
cortes
Areas a 5 5 5 5
evaluar

Total de 3 3 3 3
conteos
por area

Total de 90 90 90 90
mediciones

Tablas 2: Distribucién de muestras evaluadas por medio de la técnica de
TUNEL

Parametro TUNEL
Edad E13.5 Edad E16.5
Grupo Grupo Grupo  Grupo
control obeso control obeso

Total 3 3 3 3
cortes
Areas a 5 5 5 5
evaluar

Total de 3 3 3 3
conteos
por area

Total de 90 90 90 90
mediciones

Posterior a la realizacion del procesamiento inmunohistoquimico para los
preparados histologicos, se realiza la cuantificacion directa de las células
inmunomarcadas caspasa 3 activada por campo de vision y células TUNEL
positivas, utilizando un microscopio Optico Leica DM 750 adaptado a su
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respectiva camara Leica DFC 295 a aumento de 100X ubicado en el departamento
de morfologia.

La evaluacion se realiza en cinco (5) regiones especificas (atrios derecho e
izquierdo, ventriculos derecho e izquierdo y tabique interventricular), teniendo en
cuenta en cada region seleccionar un area al azar en la cual se realizé siempre la
cuantificacion por triplicado. (Ver figura 1).

Figura 1: Regiones a evaluar en el corazon fetal estadio E13.5. AD= atrio
derecho. VD=ventriculo derecho. TI=tabique interventricular. VI= ventriculo
izquierdo. Al= atrio izquierdo.

Para certificar que siempre es la misma regidbn en la que se realiza la
cuantificacion de células inmunomarcadas caspasa 3 activada y células TUNEL
positivas, se tendra en cuenta las coordenadas de posicién de la placa con la
muestra seleccionada y los respectivos valores en milimetros en los
correspondientes ejes (Tabla 2 y 3) para las muestras correspondientes a caspasa
3y (Tabla4y5), para TUNEL.

Las coordenadas de posicion de las muestras en el microscopio, se encuentra
referenciadas en las respectivas tablas, segun la prueba de caspasa 3 a evaluar y
TUNEL.

Tabla 2. Coordenadas para la ubicacién de muestras caspasa 3 dia 13.5

Ventriculo derecho  |Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo
Biomodelo Cddigo corazén Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y(mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm)
1 RWO-FIlI-1-H13.5-08 10 140 10 142 10 142 10 141 10 1395
2 RWOFII-16-H13.5-05 7 139 6,5 139 7 139 6,5 138 7 138
3 RWOFII-14-H13.5-06 145 136 14 136 13 136,5 10,5 150 13 135,5
4 RWCFII-9-H13.5-01 20 137 20 136 2 132 19,8 136 21 136
5 RWCFII-18-H13.5-05 9 137 9 137 95 137 9 136 9 138
6 RWCFII-23-H13.5-01 14,5 126 14 126,5 14 127 14 126 135 126
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Tabla 3. Coordenadas para la ubicaciéon de muestras caspasa 3 dia 16.5

Ventriculo derecho  [Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo
Biomodelo Codigo corazon Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm)
1 RWOFII-19-H16.5-04 12 149,5 12 149,5 15 149 13 150 1 150
2 RWOFII-03-H16.5-05 52 1345 6 137,7 6 135 45 135 6 1355
3 RWOFII-13-H16.5-05 1 159 12 159 12,5 159 12,5 159,5 10 159,9
4 RWCFII-5-H16.5-10 145 15 15 1395 159 140 135 140,5 155 1455
5 RWCFI-11-H16.5-11 12 135 12,5 155 12 135 1 136 135 1355
6 RWCFI-14-H16.5-09 10,5 146 10 136 14 146,5 13 146,5 14 149

Abreviaturas

CT_AD Numero de células totales en el campo de vision del atrio derecho
Numero de células totales en el campo de vision del ventriculo

Numero de células totales en el campo de vision del tabique
Numero de células totales en el campo de vision del ventriculo

Numero de células totales en el campo de vision del atrio izquierdo
Numero de células caspasa 3(+) en el campo de vision del atrio

CT_VD derecho

CT_TI interventricular
CT-VI  izquierdo

CT_Al

CTT(+)

AD derecho

CTT(+)

VD ventriculo derecho
CTT(+)

TI interventricular
CTT (+)

Vi ventriculo izquierdo
CTT(+)

Al izquierdo

Numero de células caspasa 3 (+) en el campo de vision del
Numero de células caspasa 3(+) en el campo de vision del tabique
Numero de células caspasa 3(+) en el campo de vision del

Numero de células caspasa 3 (+) en el campo de vision del atrio

Tabla 4. Coordenadas para la ubicacion de muestras TUNEL dia 13.5

Ventriculo derecho  (Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo
Biomodelo | Cddigo corazon Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y(mm)| Eje X(mm) | Eje Y (mm]| Eje X(mm) | EjeY (mm)| EjeX(mm)
1 |RWO-FIll-1-H13.5-08 10 140 10 142 10 142 10 141 10 1395
2 RWOFII-16-H13.5-05 7 139 6 139 7 139 6 138 7 138
3 [RWOFII-14-H13.5-06 14 136 14 136 3 136 10 150 3 135
4 RWCFII-9-H13501 20 137 pl| 136 yil 132 19 136 il 136
5 RWCFII-18-H13.5-05 9 137 9 137 9 137 9 136 9 138
6 RWCFII-23-13.5-01 14 126 14 126 14 127 14 126 13 126
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Tabla 5. Coordenadas para la ubicacion de las muestras TUNEL dia 16.5

Ventriculo derecho ~ [Tabique Interventricular | Ventriculo izquierdo Atrio derecho Atrio izquierdo
Biomodelo |  Cddigo corazén Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm){ Eje X (mm) | Eje Y (mm)| Eje X (mm) | Eje Y (mm){ Eje X (mm) | EjeY (mm)| Eje X (mm)
1 |RWOFII-19-H16,5-04 n 149 n 1495 15 149 13 150 1 150
2 RWOFII-03-H16.5-05 5 134 6 137 6 135 4 135 6 135
3 RWOFII-13-H16.5-05 1 159 1 159 12 159 1 159 10 159
4 RWCFII-5-H16.5-10 14 15 155 139 15 140 3 140 15 145
5 |RWCF-11-H165-11 n 135 n 155 n 135 1 136 3 135
6 RWCFI-14-H16.5-09 10 146 10 136 14 146 3 146 14 149

Abreviaturas

CT_AD
CT_VD

CT_TI
CT-VI

CT_Al
CTT(+)AD

CTT(+)VD
CTT(+) Tl
CTT(+)VI

CTT(+)A

Numero de células totales en el campo de vision del atrio

derecho

Numero de células totales en el campo vision del ventriculo derecho
NuUmero de células totales en el campo de vision del tabique
interventricular

Numero de células totales en el campo de vision del ventriculo
izquierdo

Numero de células totales en el campo de vision del atrio

izquierdo

Numero de células TUNEL (+) en el campo de vision del atrio
derecho

Numero de células TUNEL (+) en el campo de vision del ventriculo
derecho

Numero de células TUNEL (+) en el campo de vision del tabique
interventricular

Numero de células TUNEL (+) en el campo de vision del ventriculo
izquierdo

Numero de células TUNEL (+) en el campo de vision del atrio
izquierdo

Procedimientos

Cuantificaciéon de células inmunomarcadas Caspasa 3 activada (+) y TUNEL

Se tendra en cuenta las siguientes pautas:

1. Seleccionar el corte completo del corazon fetal estadio especifico 13.5 0 16.5

(teniendo en cuenta la técnica)

2. Ubicar la placa con el corte en el microscopio, visualizar en aumento de 10X.
Identificar en el campo el area a evaluar (atrio derecho, ventriculo derecho,

tabigue interventricular, ventriculo izquierdo, y atrio, izquierdo).
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Colocar aceite de inmersion y visualizar con aumento de 100X la region de
interes.

Posicionar la placa utilizando la reglilla ubicada en la platina del microscopio,
segun coordenadas dadas para cada region teniendo en cuenta (Tabla 2 y 3)
para muestras de caspasa 3 activada y (Tabla 4 y 5) técnica de TUNEL.

- e = ol

N A IR EP Y
@ 8 L 2 -
* gas 3
= 3 s o,

Ve

-

Figura 2. Ubicacion muestra aumento 100X, teniendo en cuenta las
respectivas coordenadas.

Enfocar y realizar el conteo del total de células en el campo de visién utilizando
el contador manual de células de una tecla Marca Tokio (Figura 3). Registrar la
cantidad de células totales en la respectiva matriz de recoleccion de datos.
(Tablas 6y 7).

Figura 3. Vista microscopica en la regién del tabique interventricular de
corazon fetal dia 16.5 a aumento de 100X.
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Figura 4. En (A), se indica el numero total de células cuantificadas en el campo de
vision. El panel (B) indica el numero de células TUNEL positivas cuantificadas en
el mismo campo de vision.

6. En el mismo campo de vision realizar la identificacion y respectiva
cuantificacion de células caspasa 3 activada positivas o TUNEL positivas
segun sea el caso. Se tienen en cuenta, las células marcadas caspasa 3 y con
ndcleos fragmentados como células TUNEL positivas (Figura 5). Registrar los
datos obtenidos en la matriz de recoleccién de datos respectiva (Tabla 6y 7).

7. Con base en las cuantificaciones realizadas para cada técnica se procede a
procesar los datos y realizar el andlisis estadistico.

Figura 5. En el panel (A), se observan células inmunomarcadas caspasa 3 en la
region del atrio derecho de corazoén fetal dia 16,5 (Flechas rojas). En el (B) se
observan célula TUNEL positivas (flechas rojas). Aumento 100X.

8. Realizar la cuantificacion por triplicado en cada regién bajo las mismas
condiciones y criterios establecidos en tres (3) momentos diferentes.

113



Tabla 6: Matriz de recoleccion de datos prueba caspasa 3 dia 13.5y TUNEL

CHAD/CTC | CT-AD/ | CTAD/ | CTvD/ | CHO/ | CTvD/ CHCTCT Tl aycrcm Crvy vy Crvy (o g} Cray T/

Bomodelo | G Cortn w0 | o | aumm | cow | acaw | acge o | o | aow | oo | o | aoam

RWO-FIl-1-H13.5-08

|RWOFH-16-H13.5-05

[owor-14413506

|RWCFH-18-H13‘5-05

1
1
3
4 |RWCFH-9-H13-5-01
5
b

|RWCHI-23-13‘5»01

Tabla 7: Matriz de recoleccién de datos caspasa 3 TUNEL dia 16.5

CHAD) | CHAD/ | D/ | CRVDf | CRf | CTD) e (el o o 1 o 1 o I 1/ Ao

Bomode|  CodoCorat
o) RN enn | oo | oo | e | o | o o | s | o | oo | oo | o

RWOFI-19-H16.5-04

Ioe-34t651

|RWOFII-13-H16‘5-05

141651

1
1
3
4 |RWCFH-5-H16.5-10
5
§

|RWCH-14-H16.5-09
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ANEXO 7. POE PARA LA CUANTIFICACION DEL GROSOR DE LA PARED
VENTRICULAR CORTES DE CORAZONES FETALES ESTADIO E16.5

CODIGO:

PROCEDIMIENTOS PARA LA

CUANTIFICACION DELGROSOR VERSION: 01
DE LA PARED VENTRICULAR
EN CORAZONES FETALES

Unjversidad ESTADIO E16.5 FECHA DE
- VIGENCIA

Laboratorio de Histologia PAGINAS: 1 DE

6
Realizado por: Reviso Aprobd
Maria Eleonora Carolina Pustovrh
Tejada
Fecha Fecha Fecha

Introduccién

ImageJ es un programa informatico para el procesamiento digital, que se
constituye en una herramienta muy interesante para el tratamiento de imagenes,
orientado principalmente hacia el ambito de las ciencias de la salud. Este software
es de dominio publico y de cédigo abierto desarrollado en lenguaje Java en las
instituciones del National Institutes of Health de Estados Unidos. Incluye por
defecto potentes herramientas para editar, procesar y analizar imagenes de casi
cualquier tipo y formato. Su mayor virtud reside en su extensibilidad, su
funcionalidad pueden ampliarse hasta resolver casi cualquier problema de
tratamiento digital de imagen mediante macros, scripts y, especialmente, plugins
programables en lenguaje Java; permite hacer diferentes operaciones sobre
determinada imagen, ajustar el contraste, transformar el color en una imagen,
transformar en una imagen blanco y negro. Puede ser utilizado para la realizacion
de cuantificaciones de areas o regiones en una determinada imagen a evaluar
(92)(93).
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Objetivo

Establecer el protocolo de medicion para estimar el grososr de la pared ventricular
en cortes de corazones fetales en estadio E16.5.

Materiales

-Camara Leica DFC 295

-Programa LAS V3

-Computador de escritorio Dell

-Sofware Image J

-Imagenes de corazones fetales en aumento 10X y 40X
Muestra

De los cortes de corazones fetales en estadio E16.5, de grosor 4um vy
debidamente procesados para histoquimica, se obtuvieron las respectivas
imagenes en aumento de 10X y 40X, utilizando un microscopio 6ptico Leica
adaptado a camara y software LASV3.5. Del total de imagenes se seleccionaron 5
imagenes de los corazones fetales control y 5 imagenes de corazones fetales del
grupo obeso.

Parametros de medicion

Estimar el grosor de la pared ventricular (derecha e izquierda) en cortes de
corazones fetales en estadio E16.5. Para lo cual se realizaron 6 (seis) mediciones
independientes en cada ventriculo a evaluar, seleccionando el respectivo aumento
(10X 0 40X) que permitiera visualizar el campo microscépico completo.
Parametros estadisticos

Con base en las mediciones del total de imagenes seleccionadas, se analizaron
los datos aplicando la prueba U de Mann Withney a un nivel de significancia: 5%,
eesta prueba se baso6 en la comparacion de las medianas por pares de muestras
(independientes).

Técnica de medicion

1. Iniciar el programa
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File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
mife} \A[|@| 2| foufs o] | | |>]

|~ k |+
*Straight*, segmented or freehand lines, ar arrows (right click to switch)

-

Dev
=

.

5. Selecciono Analize Set Scale-Distancia en pixeles (distancia conocida 100um),
seleccionar global-ok.

& 10x-0.01mm-jpg (33.3%) i [=l=] =7
2048+1536 pixels; RGB, 128

r b
d SetScale &

Distance in pixels: 0
Known distance: 100

Pixel aspectratio: 1.0

Unit of length:  micras

ck to Remove Scale

<l

Scale: <no scale>

OK | Cancel | Help

y U T !

ll l I

6. Medir en la reglilla la distancia de referencia

4 10x -0.01mm-,jpg (G) (33.3%) =@ = |
2048x1536 pixels; RGB; 12MB

¢ Image) [ E=REE )
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B ojz|o| <l Alxlole | | | | | | | |=]
x=1455, y=1011, value=255 255 255

7. Se procede a seleccionar (Set scale-Distancia en pixeles e indicar distancia
conocida 100um —global-ok), luego seleccionar Analize-Mesure, con lo cual se

despliega la tabla con el valor correspondiente que indica el valor de la
distancia
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4 10x-0.01mm-jpg (G) (33.3%) = B2 8
1119.13x839.34 micras (2048x1536); RGB; 12MB

4 Imagel l=la] = ]
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojoz|of 4|8 JAlalales] | | | ||| | |=]

Il UI}HII

UL |

Uil

1 54 645 242492 83667 255 0 100.000

4 Results L
File Edit Font Resuns

m

v ik

7. Finalmente se busca la imagen en la que se realizara la medida
seleccionando en el menu: File-Open

11191 3X5.39.34 [MICI1dS (LU40X1030), LD, | ZMB

[File Edit | rocess Plugins Window Help

mifelfeqf 7 Y4L 0 =
bl

7. Para medir en laimagen dar click y seleccionar icono (barra), medir el area a
evaluar e indicar: Analize- Mesure-Editar —Draw-Analize-Mesure.
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8. Realizar seis (6) mediciones en la region del ventriculo a evaluar

9. Finalmente, visualizar la tabla de datos, seleccionar los datos a procesar para
el respectivo andlisis estadistico

d Resus (= [E ]
File Edit Font Results

|Area |Mean |Min Ilax |Ang|e |L:
1 24645 242492 83667 255 ] 1

2 B5.096 122.634 B2Z.570 156401 -114444 1

11. Establecer base de datos y registrar en matriz de recoleccion.
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Tabla 1: Matriz de recoleccién de datos

MATRIZ RECOLECCION DE DATOS GROSOR PARED VENTRICULAR CORAZONES ESTADIO E16.5
GRUPO CONTROL GRUPO OBESO
RWCFII-5- | RWCFII-5- [ RWCFI-11- [ RWCFI-11- | RWCFI-14- | RWCFI-14- [ RWOFI-3- | RWOFI-3- | RWOFII-13- |RWOFI-13- | RWOFI-19- | RWOFII-19-
H16.5-10 | H16.5-10 | H16.5-11 | H16.5-11 | H16.509 | H16.5-09 | H16.5-0.2 | H16.5-0.2 [ H16.5-05 |H16.5-05 H16.5-04 | H16.5-04
VD-10x VI-10x VD-10X VI-40x VD-10X VI-10X VD-10X VI-10X VD-10X VI-10X VD-10X VI-10X
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 8. AVAL COMITE DE ETICA

p—

Comité Institucional de Revisién de Etica con Animales en Experimentacion h‘
Facultad de Salud

ACTA DE AVAL A PRACTICA DEL AREA BIOMEDICA N° 03-013

~ Proyecto: EPIGENETICA NUTRICIONAL Y DANO CARDIACO FETAL. EFECTO DE LA
OBESIDAD MATERNA SOBRE EL PATRON DE APOPTOSIS EN LA CARDIOGENESIS DE
_LARATA

| Linea biomédica:

~ Sometido por MARIA ELEONORA TEJADA LOPEZ, CAROLINA PUSTOVRH, LILIANA
SALAZAR, MARIO ALEJANDRO ORTIZ Y EL ASESOR: VETERINARIO MAURICIO

e : __ViLLALOBOS R
Cadigo Interno ?ﬁ??{i“ Fecha en que fue sometido: 24 L _06 7 2013
Fecha Certificacion CEAS | 20 | | o8 | 2013 |

El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha delegado en el Comité Institucional de
Revision de Etica con animales de experimentacion biomédica (CEAS) mediante Resolucion No. 27-A de
Marzo 10 de 1997, el cual esta regido por la Ley 84, de 1989 y la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud, sobre proteccion de Animales en experimentacion y con esa garantia de cumplimiento, se da el
AVAL en los aspectos Eticos para la experimentacion, establece las recomendaciones y exigencias que
aparecen consignadas adelante

Este Comite certifica que

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto

X Protocolo de Practicas Resulto de aval otros comités (si
aplica)
X Formato de evaluacion CEAS 02 Cartas de las instituciones participantes
Consentimiento Experto Veterinario Otro

2. El presente proyecto fue evaluado y certificado por el Comité
Segun las categorias de riesgo establecidas en el manual de experimentacion con animales de la
Facultad de Salud, el presente estudio tiene la siguiente Clasificacion de Riesgo: C

Procedimientos que
| pueden causar molestias
| momentaneas y que se

Animales que seran sometidos
a una manipulacion

|
| Procedimientos que no | significativa como cirugia,

A : oc;sionan malestgr‘a[ 5 B | puedan‘obviarcon I3 C perfusién Qg oérganos y que
animal o que lo minimizan. | Sy S seran sacrificados al terminar
w | | utilizacion de analgésicos el procedimiento o durante la
‘ | [ oianastosl ejecucion del mismo.
' Animales que seran Otro no contemplado antes

sacrificados sin ningan
tratamiento o
D manipulacion de ensayo. E
| (por ejemplo: para la
| obtencion de tejidos,
células, etc.
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ANEXO 9. Valores p obtenidos en la prueba para caspasa 3 activada
CASPASA 3
Estadio 13.5 Estadio 16.5
Mediana del Estadistico de Mediana del Estadistico de
Regiones grupo prueba grupo prueba
Control Obeso  Ucalc. Valorp Control Obeso U calc. Vagor
Atrio derecho 15,3 19,3 21 0,094* 16,0 14,1 26 0,222
Ventriculo 253 176 0 0000 225 155 22 0,113
derecho
Tabique 11,0 129 40 0,990 205 155 20  0,077*
interventricular
Ventriculo 188 129 17 0,040** 182 14,3 23 0,136
izquierdo
Atrio izquierdo 23,8 15,7 17 0,040** 25,4 16,3 25 0,190
ANEXO 10. Valores p obtenidos en ensayos de TUNEL
TUNEL
Estadio 13.5 Estadio 16.5
Mediana del Estadistico de Mediana del Estadistico de
Regiones grupo prueba grupo prueba

Control Obeso  Ucalc. Valorp Control Obeso Ucalc. Valorp

Atrio derecho

Ventriculo derecho

Tabique
interventricular
Ventriculo
izquierdo

Atrio izquierdo

336 451 8 0,003*** 10,2 19,5 6 0,001***
35,9 34,8 38 0,863 28,6 15,6 28 0,297
388 451 23 0,136 24,4 9,7 0 0,000***
31,7 33,6 34 0,605 30,0 15,9 23 0,136
36,5 35,6 38 0,863 25,8 21,4 39 0,931

***0.01 **0.05 *0.10
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ANEXO 11

DIVULGACION

Obesidad materna inducida por dieta en un modelo murino y su impacto en el
patron de apoptosis en la cardiogénesis tardia de la rata.

Presentacion Oral. XXIV Reunion Bienal de la Asociacion Latinoamericana de
Investigacion en Reproducciéon Humana (ALIRH).

Lima 2015

Obesidad Materna inducida por dieta y su impacto en el desarrollo embrionario
murino. Presentacion modalidad POSTER. Xl Congreso Colombiano de
Morfologia ASCOM. Medellin Julio 2015

Perfil reproductivo de un biomodelo materno de obesidad adquirida por dieta.
Presentacion Oral. X Congreso Colombiano de Morfologia. ASCOM
Octubre 2015

Reproductive profile of a murine model of diet-induced obesity.
Ponente Modalidad POSTER. Simposio en Salud Universidad del Valle.
2015

Reproductive profile of a murine model of diet-induced obesity.
SLIM —LASRI 2015 Ponente Modalidad POSTER Mar del Plata (Argentina)
Abril 2015

Modelo Murino de Obesidad Materna Adquirida por Dieta de Cafeteria para
Estudios de Alteraciones en el Desarrollo Embrio-fetal. (Autora POSTER)
XXIX Congreso Cientifico Internacional. Cérdoba Argentina.

Septiembre 2014

Establecimiento de un modelo experimental de obesidad adquirida por dieta de
Cafeteria en rata Wistar. Ponente Oral IX Congreso Colombiano de Morfologia
ASCOM. Pereira. Octubre 2013.

Efecto de la obesidad materna sobre el patrén de apoptosis en la cardiogénesis de
la rata. VIII Congreso Colombiano de Morfologia. ASCOM. TUNJA. Ponente
Modalidad Poster. Octubre 2012
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