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INTRODUCCION

El factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) es un factor de transcripcion formado por una
subunidad a (HIF-1a) regulada por oxigeno y otra subunidad B (HIF-1B) que se expresa
constitutivamente (Wang y Semenza, 1995). La actividad funcional de HIF-1 estd regulada
por la subunidad HIF-1g {Huang y col, 1998). HIF-1 tiene un papel importante en ia
adaptacién celular a bajas concentraciones de oxigeno induciendo genes involucrados en el
metabolismo celular (Semenza y col., 1994). Por otro lado, €l receptor activado-proliferador
de peroxisomas gamma (PPARy) pertenece a la familia de receptores nucleares que forman
heterodimeros con diferentes moléculas. PPARy se une al Receptor X retinoide a (RXRa)
formando un complejo heterodmeérico que induce la expresion de genes relacionados con &l
metabolismo lipidico (Braissant y col., 1996), y la biosintesis y almacenamiento de
triacilgliceroles (Spiegeiman, 1998).

La hipertrofia cardiaca se caracteriza por €l engrosamiento de la pared ventricular del
corazon y una reduccion en la capacidad de contraccion para realizar el bombeo sanguineo
(Chung y Leinwand, 2014) y puede clasificarse en hipertrofia fisiolégica o patolégica (Chung
y Leinwand, 2014). La hipertrofia patolégica es ocasionada por una aumento en la presion de
sangre y €s la respuesta del miocardio a algunas enfermedades (e.g. hipertensién arterial,
infartos de miocardic o producto de mutaciones genéticas) (lemitsu y col, 2001; Rohilla y
col., 2012; Sagara y col., 2012). Por otro lado, la hipertrofia fisiolégica se caracteriza por una
sobrecarga en el volumen de sangre, y esta presente en respuestas fisiolégicas adaptativas
que son reversibles (i.e. entrenamiento fisico o embarazo) (Eghbali y col., 2005; Shephard,
1996; Willenheimer y col., 1998).

Estudios previos en humanos reportan un incremento en la expresion de HIF-1a y
PPARYy durante hipertrofia patolégica, en las que hay un aumento en los mediadores clave
de glucdlisis y anabolismo de lipidos, generando cambios en el metabolismo normal del
corazén (Krishnan y col, 2009). Ademas, durante el ejercicio en ratones con HIF-1a
silenciado se observaron descensos en el flujo glucolitico (Egan y Zierath, 2012). Por otro

lado, en condiciones de ejercicio extremo se observé mayor actividad en el nicleo del
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coactivador de PPAR gamma 1 alfa (PGC-1a) el cual activa a PPARy para la induccién de
genes diana (Egan y Zierath 2012). Datos obtenidos en nuestro grupo de trabajo demuestran
un aumento en la expresion de genes involucrados en el metabolismo glucolitico y lipidico
(Hernéndez-Palomares, 2015), ademés de cambios en Ila actividad enzimética,
concentracion de sustratos e intermediarios metabdlicos relacionados con las rutas antes
mencionadas (datos no publicados) durante el embarazo en ventriculo izquierdo de rata. Sin
embargo, se desconoce la expresion génica y actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy

durante hipertrofia cardiaca fisiologica inducida por embarazo, y su proceso reversible el
posparto.

ANTECEDENTES

Regulacion de fa Expresion Génica

La regulacion de la expresion génica son los mecanismos por los Cuales una célula aumenta
o disminuye la expresion especifica de uno 0 mas genes. Esta regulacion puede ocurrir en
diferentes etapas de la transcripcién y traduccion génica (ie. apertura de la cromatina,
iniciacién de la transcripcion y elongacion, procesamiento del transcrito, transporte del mRNA
del nucleo a citoplasma, traduccion del transcrito, degradacion del mRNA} (Krebs y col,
2014). Por ofro lado, la modificacion quimica por acetilacion 0 metilacion de histonas,
reacomodo de nucleosomas, RNA regulador y factores transcripcionales son los principales
mecanismos que regulan la expresion génica en células eucariotas. La regulacion
transcripcional, a base de faCtores transcripcionales, es uno de los mecanismos mas

importantes que regulan la expresién génica (Krebs y col,, 2013).



Regulacién Transcripcional

La regulacion transcripcional es mediada por proteinas que se unen a secuencias
especificas de DNA llamados elementos de respuesta, y son capaces de estimular o inhibir
la expresion de uno o mas genes determinados. Los factores de transcripcion son proteinas
que en conjunto con ofras moléculas (e.g. cofactores, otros factores transcripcionales,
receptores nucleares) y la RNA polimerasa, participan en la regulaciéon de la transcripcion
(Ptashne y Gann, 1997). Los factores de transcripcién tienen dominios importantes para su
funcién, entre los que destacan los siguientes: 1) dominios de unién a DNA (DBD); 2)
dominio de trans-activacion (TAD), y 3) dominios de interaccién DNA/proteina (PAS). Los
factores de transcripcion se clasifican de acuerdo ala manera en la que se unen al DNA (i.e.
dedos de zinc, receptores de esteroides, cremalleras de leucina, hélice-lazo-hélice, hélice-
vuelta-hélice), y una de sus caracteristicas principales es que pueden encontrar su DNA

diana aun cuando la cromatina esta compacta (Krebs y col., 2014).

Los genes que codifican para las enzimas que participan en el metabolismo celular
estan bajo un alto grado de control transcripcional via factores de transcripcion (Cairns y col,,
2011; Kozhevnikova y col, 2012; Liang y col, 2013; Ward y Thompson, 2012) entre los que
destacan, el receptor activado-proliferador de peroXisomas gamma (PPARy) y el factor
inducido por hipoxia 1a (HIF-1a) (Janani y Ranjitha Kumari, 2015; Krishnan y col., 2009;
Lund y col., 2016; Marion-Letellier y col., 2015; Ochiai y col,, 2011; Xu y col., 2016; Zhuonan
y col, 2015). Los PPARs son miembros de una superfamilia de receptores nucleares
activados por ligando que regulan la expresion de genes involucrados en €l metabolismo de
lipidos (Kaur y Tappia, 2009; Michalik y col., 2006). Por otro lado, HIF pertenece a la familia
de factores de transcripcién que contiene los dominios conservados de hélice-vuelta-hélice
(bHLH) y PAS (Yang y col., 2005), y esté involucrado en la regulacién de genes codificantes
para enzimas glucoliticas (Krishnan y col., 2009; Lopaschuk y col., 2010).



Factor Inducido por Hipoxia. HIF esta formado por una subunidad a (HIFa) regulada por
oxigeno y una subunidad B (HIFR) que se expresa constitutivamente (Wang y Semenza,
1995). HIFa tiene dominios conservados de PAS, involucrados en la interacciéon proteinica y
union a ligandos pequefios (p300/CBP, [CREB (CAMP-response element binding protein)-
binding protein)]), y dominic bHLH, a cargo de la oligomerizacién y unién al DNA en el
extremo N-terminal. Contiene también un dominic dependiente de oxigeno (ODD) que tiene
un papel importante regulando la estabilidad de HIFq; otras regiones son las dos TAD, las
cuales contiene sitios de unién para ofras proteinas, como los correguladores
transcripcionales CBP y p300; ademas de dos secuencias de localizacion nuclear (NLS), que
ayudan a HIFa a translocarse al nucleo. Entre las regiones TAD se encuentra el dominic
ODD involucrado en la regulacién de HIFa en condiciones de normoxia (Huang y col, 1998;
Wang y col., 1995).

En humano y elefante marino se han identificado 3 isoformas de HIFa nombradas
HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a (Gu y col,, 1998; Hogenesch y col, 1997; Semenza y Wang, 1992;
Sonanez-Organis y col, 2013). HIF-1a es igualmente expresada en todos los tejidos,
mientras que HIF-2a, que comparte un 48% de identidad estructural con HIF-1a, es
expresado principalmente en pulmén, endotelio y arteria carétida (Ema y col., 1997; Flamme
y col, 1997; Semenza y Wang, 1992; Tian y col, 1998). HIF-3a se expresa en diferentes
tejidos (e.g. time, pulmén, cerebro, corazén y rifién), nc cuenta con un doeminio TAD, pero
comparte un 57% de identidad estructural con HIF-1a y 53% con HIF-2a en su region N-
terminal (Gu y col,, 1998).

En cuanto a la funcion, se conoce que HIF-2a esta relacionada con la regulacién
homeostatica de catecolamina, control del ritmo cardiaco, proteccion ante dafio cardiaco,
entre ofros (Kay y Millar, 1995; Tian y col., 1998). Por otro lado, HIF-3a es conocida como la
responsable de la regulacion negativa de las HIF-1a y HIF-2a (Drevytska y col, 2012; Hara y
col, 2001, Heidbreder y col, 2003). Mientras que HIF-ia regula cientos de genes
relacionados con metabolismo, angiogénesis, supervivencia ante estrés, entre otros
(Semenza y col, 1994) e induce la expresion de multiples genes clave de la ruta glucolitica
[ie. hexocinasa (HK), dliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), piruvato cinasa
(PK), fosfofructocinasa (PFK)] (Semenza y Wang, 1992).
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La actividad de HIF esta regulada por la subunidad a la cual, durante condiciones de
normoxia es hidroxilada por prolil hidroxilasas especificas. Lo anterior permite la union de
HIFa a la proteina de von Hippel Lindau (pVHL) para su degradacién via el sistema
ubiquitina-proteosoma (Formenti y col, 2010; Huang y col, 1998). En confraste, durante
condiciones de bajo oxigeno (hipoxia) el grado de hidroxilacién de HIFa se reduce,
impidiendo la union a la pVHL y dando como resuitado la estabilizacion y translocacion de
HIFa al nucleo, donde se dimeriza con HIFB para realizar su funcion (Formenti y col., 2010;
Wu y col, 2013). Una vez en el nucleo, HIF se une a la secuencia consenso 5-ACGTG-3'
llamada elemento de respuesta a hipoxia (HRE), presente en cada uno de sus genes diana
(Wenger y Gassmann, 1997), mediante la interaccién y ayuda de sus dominios bHLH (Wang
y col, 1995; Wang y Semenza, 1995) y PAS (Marmorstein y Simon, 2015), respectivamente.

Receptor activada-proliferadar de peraxisamas. Los PPAR son parte de la familia de
receptores nucleares que estimulan la expresion de genes mediante la unién a un activador
{(e.g. receptor X retinoide), para luego unirse al DNA en la secuencia de respuesta a PPAR
(PPRE) 5-AGGTCA-3' (para PPARYy), formando el conjunto PPRA:PPRE (Rodriguez y col,
1994). Se ha demostrado que los PPAR regulan genes relacionados con metabolismo
lipidico, diferenciacion celular, tumorigénesis, entre otros (Belfiore y col, 2009; Krishnan y
col, 2009; Zoete y col., 2007).

En humanos, se han caracterizado 3 isoformas de PPARs: alfa (PPARO0), beta/delta
(PPARRB/%), y gamma (PPARYy), que tienen distintos patrones de expresion, que sugieren
importantes diferencias funcionales. PPARa es expresado principaimente en tejidos que
metabolizan grandes cantidades de &cidos grasos, como el corazén, higado, rifion y
musculo. Ademas, PPARa induce genes relacionados con la regulacidbn metabdlica,
autofagia, proliferacion hemolitica, etc. (Jung y Kuilak-Ublick, 2002; H. Y. Lee y col,, 2015; J.
M. Lee y col, 2014). Por otro lado, PPARB/S induce genes relacionados con proliferacion
peroxisomal, formacién de tumores, inflamacion, etc. (Harman y col, 2004; C. H. Lee y col,
2003; Park y col.,, 2001). La expresién de PPARy es alta en el tejido adiposo, donde participa
en la diferenciacion adipocitica e induce la expresion de genes para la adipogénesis (Staels
y col., 1998).
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PPARy cuenta con 2 isoformas, gue se han encontrado en humano y ratén, PPARy1
y PPARy2. PPARy2 se expresa en higado y tejido adiposo, pero estd ausente en otros
érganos (i.e. intestino delgado, intestino grueso, rifion), mientras que PPARy1 se expresa de
manera abundante en intestino grueso, tejido adiposo, rifion e higado (Fajas y col., 1997).
Estos patrones de expresion y ia informacion conocida hasta ahora de PPARY sugieren que
las isoformas de PPARy estan relacionadas con el metabolismo, carcinogénesis y
adipogénesis (Fajas y col, 1997, Michalik y col, 2002). PPARy es fundamental en la
diferenciacion y proliferacion de los adipocitos y en consecuencia produce un aumento en el
transporte de acidos grasos a los adipocitos para su consecuente almacenamiento,
contribuyendo al anabolismo de los mismos (Cao y col., 2006; Patsouris y col., 2004; Weiss y
Maslov, 2004).

Hipertrofia Cardiaca

La hipertrofia cardiaca se caracteriza por el engrosamiento de la pared ventricuiar del
corazén (Fig. 1) y una reduccion en la capacidad de contraccion para realizar el bombeo
sanguineo (Chung y Leinwand, 2014). Puede clasificarse en fisiologica o patologica, en
donde la primera es ocasionada por una sobrecarga de volumen y la segunda por una
sobrecarga de presion (Chung y Leinwand, 2014). La hipertrofia inicia por el estrés sobre las
paredes miocardicas del ventriculo izquierdo induciendo el engrosamiento de las mismas
{Grossman y col, 1975), determinando la forma, tamafio, propiedades contractiles y de

relajacion del corazén (Nagatomo y col., 1999; Spaanderman y col., 2000).

Durante la hipertrofia cardiaca, ya sea patologica o fisioloégica, diversos estudios en
raton y humano sefialan cambios en el metabolismo cardiaco, en ellos se observa un
aumento en el consumo de glucosa y descenso en la oxidacion de &acidos grasos (AG)
(Kolwicz y Tian, 2011; Krishnan y col, 2009; Liu y Arany, 2014; Lopaschuk y Kelly, 2008;

Razeghi y col., 2001). Ademas, se ha demostrado un aumento en los acidos grasos libres y
12



el almacenamiento y produccion de triacilgliceroles en celulas humanas y de ratones con

hipertrofia cardiaca inducida (Krishnan y col., 2009).

Coriazdn nermal Corazén hipertrdfice

Figura 1. Engrosamiento de la pared miocardica durante la hipertrofia patolégica.

Fuente: (Bassett, 2009).

Reprogramacién Metabdlica

La reprogramacién del metabolismo cardiaco es una caracteristica comun de la hipertrofia
cardiaca. Los AG, cuerpos ceténicos y la glucosa son el combustibles para un corazén adulto
en condiciones fisiologicas normales, siendo los AG los que proveen >90% de la demanda
energetica (Kolwicz y col, 2013; Liu y Arany, 2014; Lopaschuk y Kelly, 2008; Stanley y col,
1988; Weiss y Maslov, 2004). Sin embargo, en corazones hipertréficos y defectuosos se
muestra un incremento en la liberacién de glucosa y una disminucién en la utilizacion de AG
(Lehman y Kelly, 2002). Lo anterior, provoca que las necesidades para satisfacer las
demandas energéticas del corazén se alteren, contribuyendo a fallas en el corazon
(Taegtmeyer, 2004).

En nuestro grupo de investigacion se ha demostrado que los niveles de glucosa y AG
libres aumentan en ventriculo izquierdo de rata durante el embarazo (datos no publicados).

Ademas, en dichos estudios, se observa un aumento en la actividad de glicerol-3-fosfato

13



deshidrogenasa (GPD1) y un descenso en la actividad de la GAPDH, ademés de un
aumento en las concentraciones de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y glicerol 3-fosfato
(G3P), que en conjunto sugieren una desviacién del metabolismo glucolitico hacia Ia
biosintesis de triacilgliceroles via DHAP (datos no publicados).

Regulacién transcripcional de la reprogramaciéon metabolica. HIF-1a y PPARy son
mediadores clave en la glucdlisis y anabolismo de acidos grasos, respectivamente. Estudios
recientes demuestran que HIF-1a y PPARy trabajan sinérgicamente para mediar cambios en
el metabolismo cardiaco durante la hipertrofia patologica (Fig. 2) (Krishnan y col., 2009). En
humanos, se ha demostrado gue HIF-1a y PPARS son inducidos en musculo esquelético
durante el ejercicio agudo junto con aumentos en la oxidacion de glucosa y lactato, mientras
gue en la ausencia de HIF-1a, en las mismas condiciones de ejercicio, hay un descenso en
el flujo glucolitico (Egan y Zierath, 2013).

La activacion de HIF-1a promueve la glucolisis y PPARy la biosintesis de lipidos en
corazones hipertréficos a expensas de glucosa y oxidacion de acidos grasos (Krishnan y col,,
20098). En humanos y ratén, HIF-1a y PPARy son coordinadamente inducidos durante
miocardiopatia hipertréfica y cooperan para mediar cambios importantes en el metabolismo
cardiaco que son caracteristicos y contribuyen a las formas comunes de enfermedades
cardiacas. HIF-1a activa los genes glucoliticos transportador de glucosa 1 (GLUTT),
hexocinasa 2 (HK-2), fosfofructocinasa muscular (PFK-M), GAPDH y piruvato
deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4). Por otro lado PPARYy, gen diana de HIF-1, activa los genes
GPD1 y glicerol 3 fosfato aciltransferasa (GPAT) involucrados en la biosintesis de glicerol-
lipidos en respuesta al estrés patolégico (Krishnan y col., 2009).

Ademéds, estudios en rata demuestran un incremento en ja estabilizacién nuclear y
citoplasmatica de HIF-1a, ademas de un aumento en su unién a DNA en condiciones de
ejercicio extenuante (Egan y Zierath, 2013). Igualmente se han descrito otros estudios donde
hay un aumento en la oxidacién de glucosa y lactato durante condiciones de ejercicio
moderado (Stanley y col., 1988), parecido en el embarazo, donde se reporta a la glucosa

como el sustrato generador de energia predominante en el corazén (Sugden y col, 1992).
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Datos obtenidos en nuestro grupo de trabajo demuestran un aumento en los niveles
de mRNA de HK-2, PFK-M, GAPDH, GPD1 y GPAT durante hipertrofia cardiaca fisiologica
inducida por el embarazo en ventriculo izquierdo de rata (Hernéndez-Palomares, 2015),
sugiriendo entonces que HIF-1a cumple con la misma funcién adaptativa tanto en hipertrofia
fisiologica como patolégica. Sin embargo, no existe informacion sobre la expresion ©
actividad transcripcional de HIF-la y PPARy en hipertrofia fisiolégica inducida por el
embarazo y su proceso reversible, el posparto.

Glucosa

vPFK
Fructosa-1,6-bisfosfato

v N\

Gliceraldehido-3-fosfato « #Dihidroxiacetona fosfato
lGAPDH

1, 3-bifosfoglicerato HIF-1a

\| v

3-fosfoglicerato Glicerot-3-fosfato

!

2-fosfoglicerato

! |

Fosfoenolpiruvato Lisofosfatidato
PK

Piruvato

|

Lactato

Diacilglicerol

Triacilglicerol

Figura 2. Representacion esquematica de la reprogramacion del metabolismo. El aumento
en la expresion de HIF-1q, inducida por hipertrofia patoldgica, incrementa la expresion de
genes glucoliticos y PPARYy, el cual induce la expresion de los genes relacionados con
biosintesis de lipidos (Color rojo: genes diana de HIF-1a; color amarillo: genes diana de
PPARY).

Fuente: (Krishnan y col., 2009)
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JUSTIFICACION

HIF-1a y PPARy regulan la expresién de genes involucrados en €l metabolismo energético
celular. La hipertrofia cardiaca fisiolégica inducida por embarazo requiere cambios en el
metabolismo energético para mantener la funcién del corazén. Se ha demostrado que
durante la hipertrofia cardiaca patolégica HIF-1a y PPARYy inducen, de manera irreversible,

genes involucrados en el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

En nuestro grupo de trabajo se han generado datos que sugieren que el cambio
metabdlico cardiaco durante hipertrofia fisiolégica inducida por embarazo, es producto de la
induccién de genes diana de HIF-1a y PPARy. Sin embargo, en la hipertrofia fisiolégica
inducida por €l embarazo se desconoce el papel de HIF-1a y PPARy. Por lo anterior, este
trabajo plantea investigar la expresion génica y actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy
durante la hipertrofia cardiaca fisiologica inducida por la prefiez, y su proceso reversible el

posparto en ventriculo izquierdo de rata.
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HIPOTESIS

La expresiéon génica y actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy aumenta durante el

embarazo, y su induccion es reversible durante el posparto en el ventriculo izquierdo de rata.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la expresién génica y la actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy en ventriculo

izquierdo de rata durante la prefiez y el posparto.

Objetivos Especificos

1) Cuantificar el mRNA para HIF-1a y PPARy en el ventriculo izquierdo de rata durante

el embarazo y el posparto mediante PCR cuantitativo.

2) Evaluar la actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy en extractos nucleares de

ventriculo izquierdo de rata durante el embarazo y el posparto por medio de ensayos

de unién al DNA.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de Animales y Coleccidon de Muestras

Los procedimientos experimentales y cuidados con las ratas fueron aprobados por el Comité
de Etica de la Universidad de Colima, siguiendo las bases descritas en la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (US Department of Health, NIH). Se utilizaron
ratas hembras Sprague-Dawley de fres meses de edad que fueron separadas en los
siguientes grupos: 1) controles o no prefiadas (NP, peso de 260 + 10 g, n=10); 2) prefiez
temprana (P12, ratas con 12 dlas de gestaciéon, 300 £ 10 g, n=10); 3) prefiez tardia (P18,
ratas con 18-21 dias de gestacién, 350 + 10 g, n=9); y 4) ratas posparto (PP, 7 dias, 270 +
10 g, n=8).

Todas las ratas fueron provistas con agua y alimento, y mantenidas individuaimente
en cajas de acrilico en ciclos de 12:12 horas de luz-obscuridad con una temperatura y
humedad promedic de 24 £ 1°C y 60-70%, respectivamente. Las ratas fueron previamente
anestesiadas via intraperitoneal con 50 mg/kg de pentobarbital sodico antes de ser
sacrificadas. Inmediatamente se realizd la extraccion de corazédn y la diseccidén de ambos
ventriculos, derecho e izquierdo, los cuales fueron rapidamente congelados por inmersién en

nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C para los anélisis posteriores.
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Extraccion de RNA Total, Digestiéon de DNA Genomico y Sintesis de DNA

Complementario

La extraccién de RNA total se levé a cabo homogeneizando e! tejido de ventriculo izquierdo
de rata con el reactivo TRIzo! (Invitrogen). Se homogeneizaron 50 mg de tejido en 500 pL de
TRIzol, se adicionaron 100 yL de cloroformo y se separaron las fases por centrifugacion a
12,000g por 15 min a 4 °C. Posteriormente, 'a fase acuosa superior se transfirié a un tubo
nuevo, se agregaron 300 uL de isopropano! frio y se centrifugé a 12,000g por 20 min a 4 °C.
El pellet formado se lavd con 500 pL de etanol al 75% y finalmente se resuspendié en 50 pL
de agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.1% (DEPC). La concentracion y pureza de! RNA
total se determiné por absorbancia a 260 y 280nm, y 'a integridad se evalué por

electroforesis en gel de agarosa al 1% tefidos con Sybr Safe (Invitrogen).

Para eliminar la posible contaminacién de! RNA total con DNA genémico (gDNA), e
RNA total fue tratado con el kit DNasa | (Roche). Se tomaron 10 yg de RNA total y se le
adicionaron 5 UL de !a solucién tamponada de! kit ademas de 1 pL de la enzima DNasa |,
una vez mezclado esto, el volumen se llevé a 50 pL adicicnando agua tratada con DEPC.
Esta reaccion se incubé a 37 °C por 15 min, para detener la reaccion se le agregaron 2 plL de
EDTA (0.2 M) y se incub6 a 75 °C por 10 min. Al final se agregaron 50 uL extra de agua

tratada con DEPC a la reaccion para llevarias a una concentraciéon de 100 ng/uL.

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizd a partir de cada RNA total libre
de gDNA obtenido usando el kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) y el oligo dT
(50 uM). Se tomé 1 pg de RNA tota! se le adicionaron 2 pL de DNasa (10 U en total) y 2 pL
de agua, esto se incubd por 5 min a 42 °C. Una vez finalizada la incubacioén se ‘e agregé la
siguiente mezcla: 4 L de solucibn tamponada provista por e! kit, 1 yL de la enzima
transcriptasa reversa y 1 L de ofigo dT (50 uM), se incubd a 42 °C por 25 min y finaimente a
95 °C por 3 min para detener la reacciéon. Una vez terminada la incubacién se le agregan 21

uL de agua tratada con DEPC para diluir & cDNA.
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Disefio de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos especificos para detectar HIF-1a, PPARy y a-actina fueron disefiados
en base a secuencias nucleotidicas de sus homologos de Rattus norvergircus depositadas
en el banco de genes GenBank (Tabla 1). Se realizaron alineamientos mudltiples en Clustal
Omega (Fig. 3) y para el disefio de los oligonucleétidos se usaron las regiones diferentes
entre cada isoforma utilizando el software Primer3 (http://frodo.wimit.edu) con las siguientes
caracteristicas: 1) longitud de 20-23 nucleétidos; 2) amplifican fragmentos de PCR de 100-
250 pares de bases; 3) temperatura de alineacién (Tm) de ~60°C; 3) porcentajes de G-C de

55-60%; 4) no formen estructuras secundarias ¢ dimeros de oligonucleétidos.

Tabla 1. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para cada gen.

Nombre del Secuencia 5 - 3 Tamafho del Numero de acceso
oligonucleétido amplicén (pb) en GenBank
HiIF-1a
HIFaF1 TGACTCTGCTAGCTCCAGCGG 772 NM_024358.1
HIFaR1 CAGAGGCAGGTAATGGAGAC
PPARY
PPARgF1 GTTGACCCAGAGCATGGTGC 218 NM_013124.3
PPARgR1 GGGATGTCTTCATAGTGTGG
a-actina
aActinF1 ATGTGTCACGACGAGGAGACC 169 X80130.1

aActinR1 CTACATAGGAGTCTTTCTGCC
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HIF-1a

HIFZa CCTGTICACCARCCTGAAGGAGGAGCCAGAGGACCTGECCCAGCTGGCCCCCACCCCAGG 1223
HIF3a CCTCCTCG-—AA———GRAGGEGTATCCCAGGCAAC—AGTCTAGACC-CTCCCGCTCCACG 1148
HIFla CCTCTTCGACALGCTTARGARAGAGCCCGATGCCCTGACTCTGCTAGCTCCAGCGGCTGG 1217

LB - L] LR ek L * C - & &

>> HIF1AFl >>

HIFZa GGATGCTATTATTTCTCTGGACTTCGG————— BAGCCAGAACTT 1262
HIF3a G-ATCCTG-—GCCTTCCTGCACCCTCCwmmmmm e e e e — AGCCCTGAG--- 1181
HIFla GGACACGATCATATCACTGGACTTCGGCAGCGATGACACGGARACTGAAGACCARACAACT 1277

W L3 w - o - o o
HIFZa e e e e AN EE R = 1278
HIF3a DGR EE———————————r e —— e CRCOCTEE G~ 1197
HIFla TGLRAGATGTCCCGTIGTACAATGATGTARTGTTCCCCTCTTICTARTGAGARRTTAAATAT 1337

W W - -
HIF3a —-——TATGGCAAGGCCATCCTT-————————————— CCCCCAGGTCA-——-GCCGT-GGGC 1316
HIFZa -——GCTGACCC--TCGCCGETT-————————————— TTTGTAGCCCA----GACCT-GCGC.1233
HIFla AAATCTGGCAATGTCTCCATTACCTGCCTCTGARACTCCARAGCCACTTCGARAGTAGTGSC 1397

* ok - - - e - W A
<< HIF1AR1 <<

a-actina
>> abctinFl >>

alActina ATGTGIGACGACGAGGAGACCACAGCTITTGGTGTIGCGACAATEGCTCCGGACTGGTGAAG 60
bActina ATGGATGACGAT——=—— ATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCARG 54

- _‘ri&-il* Ea -‘v'#:&i - = e e e e *-\'-‘(ﬁ&*&i__*ﬁ oy e
adctina GCTGECTTTGCGGETGATGATGCTCCCAGAGCTGTCTTCCCATCCATCGTGGGTCGCCCA 120
bActina GCCGGCTTCGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCCGICTTCCCCTCCATCGTGGGCCGSCCT 114

drdr ekl bk Wk *&W&G\hﬂl#*‘&‘ﬁ* ﬁ*www&ww.hwﬁwiiii*i* LA A S X Y

<< aBbetinRl «<

aActina CGCCACCAGGGETGTICATGGTAGGTATGGGGCAGAAAGACTCCTATGTAGGTGACGAGGCT 180
bActina AGGCACCAGGGTGTGATGGTGGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTGGGCGACGAGGCC 174

S ek R bk ko Ak ok e A ekl bk ek Wk bbbk ok ok ek ek i ok de o ok
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PPARy

PPARb e e T == CC.AC----AGGA-GGAGA 22
PPARd e KTGCR~AG B~ -=-CCAC--—~AGGA-GGAGA 22
PPARa ATECTOEACRG AGAGAGCCCCATCTGICCTCTCTCCCCACTIGAAGCA-GATGA 53
PPARq TR RO IR GR R == mmmm e TCCTCCTGTTGACCCAGAGCATGGTGE 47

v v R sk W . *

>> PPARgF1 >>

PPARD CCCCT--GAGGCCCGE-——— BRI~ TR SRR B GAR 54
PPARA CCOCT--GAGGCCCEE-—-—- GAAGAG--———— GAGAAAG AG GAA 54
PPARa CCTGG-—AAAGTCCCTTATCTGRAGAATTCTTACAAGAGAT GG GRA 97
PPARg CTICGCTGATGCACTGCCTATGAGCACTTC-~ACAAGAAATTACCATGGTIGACACAGAG 105

- * w* & * o * o
PPARD 1 [ R = TGACGGAG--- 73
PPARd GTGGC————mmmm—m CRm=mmmrmmm = CGEG-——=mmmm TGACGGAG--- 73
PPARa ACATT-—mmmm e CAAGAGATTITCICAGTCCCTCGRA-——~————- GAGGAGAG——- 134
PPARgG ATGCCATTCTGGCCCACCAACTTICGEARTCAGCTCTGTGGACCTCTICTGTGATGGATGAC 165

L L4 *
PEARD 7 SN BTN — N EEE B CCAGAG-——————— 99
PPARA — GA- ~GCTCA———-ACGEGGGA~————— CCAGAG—~——mmmm 99
PPARa B, | S S— QRERGCTT TRAGTIT T ——BOBGATTR ~— ST Vi W 167
PPARg CACTCCCATTCCTTTGACATCARACCCTTTACCACGGTTGATTTCTCCAGCATTTCTGCT 225
ok e e g de * ve dr d v

SPARD ~CACACCCTT-~mmm—ae o i v, R G-==CAG--=-~= CTG----CACAGAC 129
PPARG B Nt Vol o — CCTTCCA——menmmm G-=-CAG---=-=CTG----CACAGAC 129
PPARa —CTTABGEAG——--CISTCLA——-——CO0TOGEASUECTOTCTANTCACAGAC 210
PPARg CCACACTATGAAGACATCCCGTTCAC ARG AGCTGACCCAATGGTTGCTGATTACARATAT 285

w L3 - o W * w e e % ik kW

<< PPARgR1 <<

Fig. 3 Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas utilizadas para el disefio de los
oligonuclestidos especificos para HIF-1a, PPARy y a-actina. Subrayado se muestran los
oligonucledtidos disefiados para cada uno de los genes. Los simbolos“>>" indican
oligonucledtido sentido y los “<<" indican oligonucleétido antisentido. Los nimeros de acceso
al GenBank de las secuencias utilizadas fueron: NM_024359.1, NM_013124.3 y X80130.1
para HIF-1a y PPARy y a-actina, respectivamente.
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Evaluacion génica de HIF-1a y PPARy

La cuantificacion del mRNA de HIF-1a y PPARy se realizé mediante PCR cuantitativo. Como
estandar interno para normalizar la expresion de cada gen se utilizd a-actina (Numero de
acceso al GenBank X80130.1). Para la realizacién de las curvas estandar de cada gen se
realizé PCR de punto final con un programa de: 94°C por 3 minutos; seguido de 40 ciclos
con 94°C por 30 segundos, 58°C por 40 segundos y 72°C por 40 segundos y finalmente
72 °C por 7 minutos. Los amplicones obtenidos se purificaron utilizando el kit lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences). A partir de cada
fragmento de PCR purificado se realizaron curvas de calibracién usando diluciones seriadas
de 5x10°° a 5x10°® ng/pL.

La cuantificacion de la expresién de cada gen en ventriculo izquierdo se realizé por
PCR cuantitativo {(gPCR) en un equipo Step-One Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). Se realizé una reacciéon de qPCR por cada cDNA de los diferentes grupos a un
volumen final de 15 pL conteniendo: 7.5 UL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 5 L of agua miliQ, 0.25 pL de cada oligonuciedtido (20 uM) y 2 uL de cDNA
(equivalente a 50 ng de RNA total). Las condiciones de amplificaciéon y deteccion de los
amplicones fueron las siguientes: 95 °C por 10 min; 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1
minuto (40 ciclos) con una uUnica medicion de fluorescencia. Para la curva de disociacion el
programa utilizado fue: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 min y 95°C por 15 segundos,
subiendo de 60 °C a 95 °C 0.3 °C cada 20 segundos. Lo valores obtenidos fueron

presentados como niveles de expresion relativa de HIF-1a o PPARYy entre a-actina.
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Extraccién y Cuantificacién de Proteinas Nucleares

Para evaluar la actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy se realizo la extraccion de
proteinas nucleares utilizando el kit NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
(Pierce). Para evitar la degradacion de las proteinas, se adicioné 1 uL de fluoruro de
fenimetilsulfonile (PMSF) (Sigma), equivalente al 1% de la solucién de trabajo, por cada
100 pL de reactivo de extraccion citoplasmatica | (CER I} y 1 pL de coctel inhibidor de
proteasas (Sigma, P2599) por cada 100 L de CER | Asi mismo al reactivo de extraccion
nuclear (NER) se le agregan 1 puL del PMSF y 1 uL del coctel inhibidor de proteasas,
mencionados anteriormente.

Se homogenizaron ~20 mg de ventriculo izquierde en 100 pL de CER 1/1% PMSF/1%
coctel inhibidor de proteasas usando el homogeneizador POLYTRON PT 10-35 GT
(Kinematica), posteriormente se incubd en hielo durante 10 min y se agregaron 5.5 pL de
CER Il para finalmente centrifugarlo por 5 min a 13,500 RPM y 4 °C. El sobrenadante se
transfirid a un tube nuevo y se almacené a -80 °C (extracto citoplasmatico). Para la obtencion
del extracto nuclear se agregaron, a la pastilla que quedo en el tubo, 50 uL de NER/2%
PMSF/2% coctel inhibidor de proteasas, se agitdé usando el vortex y se incubé en hielo por 10
min, estos ultimos pasos se repitieron tres veces (para un total de 40 minutos de incubacion
en hielo) y al final se centrifugé a 13,500 RPM por 10 min y 4 °C. El sobrenadante se
recuperé y se almacené a -80 °C.

La cuantificacion de las proteinas nucleares se realizé usando el reactivo Quick Start
Bradford (Bio-Rad) a partir de una dilucién unica (1:20, extracto:H,O) que fue dividida en dos
alicuotas para su evaluacién. Se realizo una mezcla del extracto nuclear con el reactivo, se
incubd 1 min a 25 °C y le midié la absorbancia a 595nm en el espectrofotometro 67 Series,
6705 UV/Vis Spectrophotometer (Jenway).
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Ensayo de union al DNA de HIF-1a y PPARy

Para la evaluar la actividad transcripcional de HIF-1a y PPARYy se utilizé el kit Transcription
Factor Assay (Abcam, ab133104) y PPAR gamma Transcription Factor Assay (Abcam,
ab133101), los cuales son métodos sensibles para la deteccién especifica de la unidn de un
factor transcripcional a su respectiva secuencia consenso de DNA. En la micro placa provista
por el kit se encuentran las secuencias consenso HRE (5-ACGTG-3') y PPRE (5-AGGTCA-
3) que reconocen HIF-1 y PPARy, respectivamente. E! factor transcripcional, ya unido al
DNA, se detecta mediante un anticuerpo primario especifico, después se agrega Un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano que reconoce al antiCuerpo
primario y la interaccién se mide por la actividad de esta enzima. Para detectar e
reconocimiento por cambio colorimétrico se agrega el sustrato perOxido de hidrégeno que es
oxidado y reduce un colorante que genera el cambio de color y se detecta a 655 nm. Para

detener la reaccion se agrega un &cido y la lectura espectrofotométrica se lleva a cabo a
450 nm.

En la micro placa antes mencionada se colocaron por duplicado 10 yg de proteinas
nucleares de cada muestra (Figura 3). La placa se incubé toda la noche a 4°C, se lavd 5
veces con 200 uL de buffer de lavado (incluido en el kit), se agrego el anticuerpo primario
100 pLa una dilucién de 1:100 (anticuerpo:solucién tamponada) y se incubé toda la noche a
4°C. Posteriormente se lavé 5 veces con buffer de lavado, se agregd el anticuerpo
secundario 100 uL a 1:100 (anticuerpo:solucion tamponada) y se incubé por 1hr a 25°C, se
lavaron 10s pozos con buffer de lavado, se agregé la solucién reveladora y se incub6 por 45
min con agitacién a 60 RPM a 25°C. FinalMente, se agregd la solucion desactivadora (un
acido, e.g. &cido sulfirico) y se midi¢ la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro de
micro placa Stat Fax® 4200 Microplate Reader (Awareness Technology, INC).
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Figura 4. Representacion de la configuracion de placa para ensayo de union DNA. Donde

S = muestra, NSB = pozo de union inespecifica, BLK = blanco y C1 = control positivo.

Fuente: (Abcam, 2015)

Analisis Estadistico

Se utiizé un disefio estadistico coMpletaMente al azar y los datos obtenidos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Para verificar la normalidad, los datos se
soMmetieron a la prueba de KolMogorov-Smirnov y pafa evaluar diferencias entre cada
tratamiento se usé la prueba de coMparacion Multiple de Duncan a un nivel de probabilidad
del 95%, usando el software estadistico NCSS (2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Integridad y Pureza del RNA Total

El analisis del RNA total por espectrofotometria y por electroforesis en gel de agarosa
confirmd la integridad y pureza del RNA total para trabajar. Siguiendo las instrucciones del
protocolo del reactivo TRizol se extrajo RNA total de ventriculo izquierdo de rata y se
determind la relacién 260/280, obteniendo un cociente de 2.03x0.1. Por otro lado, la
electroforesis en gel de agarosa reveld bandas definidas correspondientes a RNA ribosomal
28S y 18S (Fig. 5). El RNA total se limpié de gDNA y se utilizé como templado para la
sintesis de cDNA para la evaluacién de los niveles de mRNA de HIF-1a, PPARy y a-actina.

* RNA ribosomal 28s

« ANA ribosomai 185

Figura 5. Andlisis de la integridad del RNA total extraido de ventriculo izquierdo. Gel de

agarosa al 1 % tefiido con Sybr Safe.
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Amplificacién y Curvas Estandar de HIF-1a y PPARy

Los productos de PCR utilizados para generar las curvas amplificaron un fragmento de 177,
218 y 169 pb para HIF-1a, PPARy y a-actina, respectivamente (Figura 6). Por ofro lado, la
amplificacién por qPCR para cada uno de los genes mostré un solo pico y una sola
temperatura de disociacion de ~85°C en el grafico de la curva de disociacion indicando la

especificidad de los oligonucledtidos (Fig. 7).

La curva estandar para cada uno de los genes evaluados mostré una eficiencia de
amplificacién promedio de 107% (+8) (Fig. 8). Una eficiencia mayor del 100% indica la
formacion de dimeros de oligonucleotidos o amplicones no especificos, el uso de pipetas mal
calibradas o mal pipeteo (Taylor y col, 2010). Para a-actina se obtuvo una eficiencia de
115% la cual se atribuye a la formacién de dimeros de oligonuciedtidos que presentaron una
temperatura de disociaciéon ~67 °C (Fig. 7), lo cual no afecta los resultados obtenidos debido
a que las muestras presentan un solo pico y una temperatura de disociacion de 84.39 °C
para el fragmento esperado de 169 pb. Lo anterior, a pesar de que se tuvo una eficiencia
>100 %, demuestra la especificidad de los oligonuclestidos utilizados ademas de la precision

y reproducibilidad experimental.

Figura 6. Productos de PCR obtenidos a partir de cDNA de ventriculo izquierdo utilizados

para realizar las curvas de calibracion. Gel de agarosa al 1 % tefiido con Sybr Safe.
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Figura 7a. Diagramas de temperaturas de disociacion: a-actina. Los picos en cada grafico

demuestran la amplificacion especifica de un solo fragmento de DNA.
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Figura 7b. Diagramas de temperaturas de disociacién: HIF-1a. Los picos en cada grafico

demuestran la amplificacién especifica de un solo fragmento de DNA.
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Figura 7c. Diagramas de temperaturas de disociacion: PPARYy. Los picos en cada grafico

demuestran la amplificacién especifica de un solo fragmento de DNA.
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Figura 8. Curvas estandar utilizadas para la cuantificacién del mRNA para HIF-1a, PPARy y
a-actina. Los puntos rojas en la tabla muestran el ciclo en el cual es detectada la

amplificacion de cada punto de la curva estandar.
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Niveles de Expresion Génica

Los niveles de mRNA para HIF-1a y PPARy aumentaron 2.9 y 2 veces, respectivamente,
durante prefez tardia comparado con el control y disminuyen a sus niveles basales durante
el posparto, mientras que en la prefiez temprana disminuyen 1.5 veces ambos niveles de
mRNA (Fig. 9). Estudios previamente realizados por Krishnan y col,, 2009 demuestran que la
expresion génica y proteinica de HiIF-1a y PPARy aumenta en céluias humanas y en ratones
durante la hipertrofia cardiaca patolégica. Ademas, detectarcn aumentos en la expresién de
genes diana de HIF-1a y PPARYy relacionados con el metabolismo de glucosa y biosintesis
de lipidos (i.e. HK, PFK, GAPDH, PDK, GLUT 1, GPD y GPAT), contribuyendo a dafics

crénicos irreversibles a nivel cardiaco que podrian causar la muerte.
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Figura 9. Expresion relativa de los niveles de mRNA para HIF-1a y PPARYy. Los asteriscos
denotan cambios significativos (P<0.05) respecto al control. Numero de individuos (n) por
grupo nNP=10; nP12=10; nP18=9; nPP=8. NP, no prefiada; P12, prefiez temprana; P18,

prefiez tardia; PP, posparto.

Como se mencion¢ anteriormente, en el embarazo se desarrolla una hipertrofia

cardiaca fisiolégica en la cual se propone, como es el caso de la hipertrofia cardiaca
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patoldgica, una reprogramacion metabdlica, fa cual podria ser producto del aumento en la
expresion de HIF-1a y PPARy v la induccion de aigunos de sus genes diana. En un estudio
realizado en larvas de pez cebra (Danio rerio) ejercitados de manera constante se reporta un
aumento significativo en la expresién de HIF-1a en musculo esquelético (Kopp y col, 2011).
Ademas, estudios realizados por (Lundby y col, 2008) demuestran un aumento en los
niveles de expresion de HIF-1a en biopsias de musculo esquelético humano que habian sido
tomadas después de seis horas de ejercicio intenso. Iguaimente se reportan incrementos en
los niveles de mRNA para HIF-1a en biopsias de musculo esquelético humano ejercitado de
manera constante durante 120 y 360 minutos (Ameln y col., 2005).

Actividad Transcripcional de HIF-1a y PPARy

La actividad transcripcional de HIF-1a y PPARy aumenta durante la prefez y disminuye a
sus niveles basales encontrados en las ratas no prefadas, durante el posparto (Fig. 10). La
actividad transcripcional de HIF-1a aumenté 1.16 y 1.2 veces durante la prefiez temprana vy
tardia, respectivamente, comparada con los controles y disminuyé a los niveles basales
durante el posparto. Por otro lado, PPARy aumenté 1.28 y 1.6 veces durante la prefiez
temprana y tardia, respectivamente, comparado con los controles y disminuyen a los niveles

basales durante el posparto.

En un estudio realizado en ratas (R. norvegicus) agudamente ejercitadas se observo
un aumento en la estabilizacion total y nuclear de HIF-1a seguido de un aumento en la
actividad de unién al DNA de HIF-1a a nivel muscular (Egan y Zierath, 2012). Iguaimente, la
actividad de union al DNA del heterodimero HIF-1a-HIF-18 aumenta en biopsias de musculo
esquelético humano tomadas después de los 30 minutos iniciado el ejercicio (Ameln y col,
2005). Ademas, estudios realizados en ratén (Mus musculus) con hipertrofia patolégica
inducida revela un aumento en la presencia proteinica de HIF-1a en el musculo cardiaco
(Krishnan y col., 2009).
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Figura 10. Ensayo de unién a DNA. Los asteriscos sefialan cambios significativos (P<0.05)
respecto al control. Numero de individuos (n) por grupo nNP=10; nP12=10; nP18=9; nPP=8.
NP, no prefiada; P12, prefiez temprana; P18, preflez tardia; PP, posparto.

Por ofro fado, un estudio reciente demuestra qgue PPARy es un gen diana de HIF-1a
en cardiomiocitos de raton, sosteniendo asi un aumento conjunto de la expresiéon de HIF-1a
y PPARY, por lo menos, durante hipertrofia cardiaca patoldgica (Krishnan y col., 2009). Estos
cambios podrian sugerir que HIF-1a realiza la misma funcién que en el caso de la hipertrofia
patologica, donde induce genes relacionados con el metabolismo de glucosa, ademas de fa
inducciéon de PPARY que consecuentemente induce genes relacionados con la formacion de
triacilgliceroles. Ademas, estudios realizados en humanos ejercitados en diferentes grados
de intensidad, se observan aumentos drasticos en el consumo de glucosa a nivel muscular
acorde con la intensidad del ejercicio, mientras que la utilizacion de acidos grasos disminuye

a medida que la intensidad del ejercicio aumenta (Egan y Zierath, 2012).

Anteriormente, se ha demostrado un aumento en los genes diana de HIF-1a (HK,
PFK y GAPDH) y PPARy (GPD1 y GPAT) durante el embarazo, y su aumento es reversible
durante el posparto (Hernandez-Palomares, 2015). Dichos resultados, sugieren que HIF-1a y

PPARy podrian ser los responsables de la reprogramacién metabdlica durante hipertrofia
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fisiologica inducida por embarazo, asi como lo proponen Krishnan y col., (2009) en el caso
de hipertrofia patoldgica.

Los cambios antes mencionados aumentan la importancia del modelo de hipertrofia cardiaca
inducida por embarazo debido a que las alteraciones metabdlicas observadas a nivel
cardiaco, en ventriculo izquierdo de rata, son reversibles durante el posparto. En contraste,
durante la hipertrofia cardiaca patoloégica la reprogramacién metabdlica es constante
coadyuvando a generar un dafio al corazén (Krishnan y col., 2008; Lei y col, 2008). Por lo
anterior, se sugiere que en condiciones donde es posible la reversion de la induccion de la
expresion de HIF-1a y PPARy, no habria una drastica reprogramacion metabdlica que
contribuya al deterioro cardiaco.
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CONCLUSION

La hipertrofia inducida por el embarazo aumenta la expresién génica y actividad
transcripcional de HIF-1a y PPARYy, y su aumento es reversible durante el posparto. Por lo
tanto, se sugiere gue la reprogramacién metabdlica a nivel corazén, especificamente en
ventriculo izquierdo, durante hipertrofia cardiaca inducida por embarazo, es producto del
aumento de la expresion y estabilizacion de HIF-1a y PPARy. Los cuales consecuentemente
inducen genes relacionados con el metabolismo glucolitico y anabolismo de lipidos,

respectivamente.
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