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Resumen

RESUMEN

El entomo diabético durante la prefiez provoca alteraciones en el desarrollo del embrion,
sin embargo los mecanismos subyacentes no han sido totalmente clarificados.

En este trabajo hemos analizado los efectos de algunos agentes vasoactivos, sobre el
desarrollo y metabolismo del embrion de rata durante la organogénesis en dos modelos
diferentes de diabetes inducida por estreptozotocina. Ambos modelos presentan anomalias
morfologicas y retardo en el crecimiento embrionario, siendo mas severo el cuadro en el
modelo de diabetes tipo 1. En el embnén de rata diabética tipo Il, se hallaron niveles
incrementados de Endotelina 1 (ET-1) y de Oxido Nitrico (NO), compuestos que se regulan
negativamente entre si. En forma diferente el embnon de rata diabética tipo I, presenta
niveles disminuidos de ET-1 e incrementados de NO, y no existe modulacion entre ambos
compuestos. A su vez, estos embriones presentan anomalias en el contenido y la
produccion de prostaglandina E; (PGE:) debido a alteraciones en el transporte de dicho
prostanoide.

La sintesis de lipidos embrionarios es un mecanismo activo, proceso que se encuentra
alterado en el embnidon de rata diabética, siendo dicha anomalia mas severa en el modelo
tipo 1, la cual es revertida por accion de PGE; y acentuada por 15 deoxi delta 12,14
prostaglandina J, (agonista del receptor nuclear PPARy), ambos moduladores del
metabolismo lipidico.

Los resultados permiten afirmar que, en respuesta al grado de severidad del entomo
materno diabético, se afecta la sintesis, produccion y regulacion de agentes vasoactivos

que alteran en forma directa el desarrollo del embrion.

Palabras Claves: Embrion, Prostaglandina E> (PGE>), 15 deoxi delta’'? Prostaglandina

J> (153dPGJ,), Oxido Nitrico (NO), E-ndotelina-1 (E1-1), Lipidos, Diabetes Mellitus



Resumen

ABSTRACT

During pregnancy, diabetic milieu induces anomalies on embryonic development, although
underlying mechanisms still remain unclear.

In this work we have analyzed the effects of vasoactives agents on embryonic development
and metabolism during organogenesis in two different models of diabetes induced by
streptozotocin. Both models show morphological anomalies and delayed embryonic
growth, being this condition worse in diabetes type I. Increased levels of Endothelin-1 (ET-
1) and Nitric Oxide (NO) were found in embryos from diabetic type Il rats, where there 1s
a negative modulation between both agents. Differently, embryos from diabetic type 1 rats
show diminished levels of ET-1 and increased levels of NO and no modulation between
both compounds. In addition, these embryos show anomalies in embryonic levels and
production of Prostaglandin E, (PGE;) because of the transport alterations of this
prostanoid.

Embryonic lipid synthesis is an active mechanism, that 1s impaired in diabetic embryo,
being more severe in type I model. This alteration is reverted by PGE: and accentuated by

IS deoxy delta'*"*

prostaglandin J.. (an agonist of nuclear receptor PPARY), both
modulators of lipid metabolism.

This results let us to state that, according to severity of maternal diabetic milieu , synthesis,
production and regulation of vasoactive agents are affected, altering directly the normal

embryonic development.

Key words: Embryo, Prostaglandin E, (PGE,), 15 deoxy dela'*" Prostaglandin J,
(15dPGJ3), Nitric Oxide (NO), Isndothelin-1 (I-T-1), Lipids, Diabetes Mellitus






Introduccion

INTRODUCCION

¢ El embrién durante la organogénesis temprana

El periodo de organdgenesis temprana es una etapa de grandes cambios en el embrion en
desarrollo. Durante este periodo se inicia la formacion de diferentes 6rganos y sistemas, al
igual que se produce la segmentacion del mesodermo, la formacion de los arcos branquiales

y la migracion de las células de la cresta neural.

Esquema N° 1

“Fases del desarrollo del tubo neural”

rodete neural

rodete neural placa nevral
;

mesndermo

ectodermo de ;
” intraembrionario

superficie 0 somatico

lamina
notocordal

nenropore
anterier

SOmITo __cresta neural

_lubo nevral

taminas

mesodermo
laterales

_~ inlermedio

celoma

neuropore
posterior

Referencias: A fase de placa neural; B fase de canal neural; C fase de tubo neural; D
embrion humano de 23 dias antes del cierre de los neuroporos anterior y posterior.

Tomado de “La piel y el sistema nervioso”Lluis Puig Sanz (1998) Editorial Mra




Introduccion

Un evento importante es la formacion del tubo neural, (esquema N° 1) ya que éste
constituye el rudimento del sistema nervioso central. Este proceso es conocido como
neurulacion. En roedores se postula que la misma se produce por un proceso combinado,
entre neurulacion primana y secundaria, aunque esta ultima se limitaria solamente a la
region caudal. La neurulacidon primaria comienza con la interaccion del cordomesodermo y
las células del ectodermo ubicadas por encima del mismo. Estas daran origen al tubo
neural, el cual posteriormente se diferenciara en cerebro y médula espinal.

Durante la neurulaciéon primaria el ectodermo es dividido en tres grupos de células: a) las
del tubo neural posicionadas internamente seran las que originaran el cerebro y la médula
espinal; b) las posicionadas externamente, que daran origen a la epidermis; c) las células de
cresta neural, ubicadas entre las que daran origen al tubo neural y las que daran origen a la
epidermis, que migraran y generarén diferentes tipos celulares.

Como resultado de las interacciones cordomesodermo-ectodermo se originara la placa
neural. La misma sufre extension convergente por intercalacion de células. Como resultado
la placa se estira y estrecha (Jacobson y Sater, 1988). Luego se produce el plegamiento de
la placa neural por cambio de forma en las células centrales que decrecen su altura y
adoptan una forma de cufia, mientras que las células laterales no sufren dicho cambio. A su
vez las células ubicadas cerca del ectodermo no neural sufren un cambio de forma similar a
las células del piso del tubo neural en formacion. El tubo neural se cierra cuando los
pliegues se acercan uno a otro por la linea dorsal media.

En los extremos, el tubo neural permanece abierto. Estas aberturas son denominadas
neuroporo anterior y neuroporo posterior.

En mamiferos el cierre del tubo neural se produce en varios lugares simultineamente
(Golden y Chemnoff, 1993) a lo largo del eje antero posterior. Distintos defectos en el tubo
neural ocurren cuando este no se cierra en algun punto. La falla en el cierre del tubo neural
en la region posterior da origen a la condicion denominada espina bifida. La severidad de
esta condicion depende de la extension de medula espinal que permanezca abierta. La falla
en el cierre del tubo neural en la region anterior origina una condicion letal: anencefalia. En
este caso el proscencéfalo permanece en contacto con el liqguido amnidtico y posteriormente

degenera. Estos tipos de anomalias son comunes en humanos y presentan una frecuencia
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alta cercana a | por cada S00 nacimientos.

Como antes se menciono, parte del proceso de formacion del tubo neural en roedores es
producto de la neurulacion secundaria. Esta consiste en la formacion de un cordon celular
medular, el cual se ahueca por cavitacion para formar el tubo neural (Schoenwolf, 1991).
Se ha descripto que este proceso tiene lugar en la zona caudal del tubo en formacion, a
nivel de la somita 35 (Schoenwolf, 1984; Nievelstein y col, 1993).

En un paso posterior, el tubo neural comienza a diferenciarse. La porcion anterior sufre
cambios drasticos, alli se forman tres vesiculas primarias (prosencéfalo, mesencéfalo y
romboencéfalo) que originaran distintas regiones del cerebro.

A medida que se produce el cierre del tubo neural las células de la cresta neural comienzan
a migrar. En mamiferos las células de la region craneal. comienzan su migracion antes de
que se cierre el tubo neural, cuando los pliegues neurales estan elevandose, mientras que las
células de Ia region espinal no migran hasta que se complete el cierre del tubo neural en esa
region. (Nichols y col, 1981; Enckson y col, 1983). Las células de cresta neural migran
siguiendo diferentes patrones a través de todo el embrion originando diferentes tipos
celulares. Las distintas regiones de la cresta neural segun su ubicacion a lo largo del eje
neural, en sentido anteroposterior, son designadas como cefalica, vagal, troncal y
lumbosacral. Como ejemplos de los derivados de las células de cresta neural se pueden
mencionar a la mayoria de las neuronas y las células gliales de los ganglios sensoriales y
autonomos del sistema nervioso periférico o el sisterma nervioso entérico. Las células de la
cresta neural cefalica, ubicadas a nivel del diencéfalo, daran origen al “mesoectodermo”,
que incluye la dermis facial y cefalica y su tejido conectivo, al misculo liso de la pared del
tronco arterioso y de las largas arterias derivadas de los arcos aorticos. y al tejido conectivo

del timo v las glandulas paratiroideas (Le Douarin, 1982; Gilbert, 1997) (esquema N° 2).
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Esquema N2

“Derivados de las células de cresta neural”

Derivado

Tipo celular o estructura derivada

Sistema nervioso periférico

Derivados Endocrinos y Paraenddcrinos

Células Pigmentadas

Neuronas, incluyendo ganglios sensoriales,
simpaticos y parasimpaticos.

Células Neurogliales

Células de Schwann

Médula Adrenal

Células secretoras de Calcitonina

Células tipo 1 del Cuerpo Carotideo

Células epidermales pigmentadas

(Melanocitos)

Cartilago y Hueso Facial

Cartilago y huesos faciales y ventrales

antenores del crineo

Tejido conectivo

Tomado de “Developmental Biology” s

Sinauer

Endotelio y estroma de la comea

Papila dental

Dermis, muasculo liso y tejido adiposo de la
picl dc la cabeza y cl cucllo

Tepdo conectivo de las glandulas salivares,
lagrimales, timo, tiroides, y pituitaria.
Tejido conectivo y musculo liso de grandes

artenas derivadas de arcos aorticos

Edition Scott F. Gilbert (1997) Editorial



Introduccion

Otra caracteristica de la organogénesis temprana es la formacion de las somitas. Estas se
originan a partir de bandas de células mesodérmicas, (que pertenecen al mesodermo
paraxial) ubicadas a cada lado de la notocorda, que se compactan y se separan en bloques.
Las somitas son estructuras transitorias que daran origen a las células que formaran las
vértebras, costillas, dermis dorsal, muisculos esqueléticos de la espalda y musculos
esqueléticos de la pared del cuerpo y miembros. Desde un punto de vista practico el
numero de somitas, junto con otras caracteristicas morfologicas, permite definir el estadio
de desarrollo (Kaufman y Bard, 1999).

El pnmer organo funcional que aparece durante el desarrollo embrionario vy
especificamente durante la organogénesis temprana es el corazon. Este 6rgano forma parte
del sistema circulatorio, integrado ademas por las células sanguineas, y una complicada red
de vasos sanguineos. La importancia en la aparicion temprana de este sistema se
fundamenta en el hecho de que el paulatino aumento en la masa del embnon hace que la
simple difusion de los nutrientes se vuelva insuficiente para las necesidades del organismo
en formacion.

El corazén se origina de dos regiones del mesodermo esplacnico que interactian con el
tejido adyacente para diferenciarse en dicho organo. En aves y mamiferos las células
presuntivas del corazon forman dos tubos con una doble pared constituida por el
endocardio y el epimiocardio. A medida que avanza el proceso de la neurulacidn, el
intestino primitivo queda encerrado por el plegamiento del mesodermo esplacnico. Este
movimiento favorece al acercamiento de los tubos que daran origen al corazén. Como
primera medida se fusiona el epimiocardio y posteriormente el endocardio, formandose asi
una camara simple pulsatil. La region posterior no fusionada del endocardio dara origen a
la abertura de las venas vitelinas. Estas venas transportarin los nutrientes desde el saco
vitelino hacia el seno venoso. La sangre luego pasara dentro de la region atrial a través de
una valvula. Finalmente las contracciones del tronco arterioso empujaran la sangre hacia la
aorta.

La actividad pulsatil del corazon comienza antes de que éste adquiera su conformacion
definitiva, durante el proceso de fusién de los dos tubos. El marcapaso de esta actividad es

el nodo senoauricular del seno venoso.
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El corazon tubular debe sufrir aun otros cambios para llegar a su forma definitiva. Esta
camara tubular se divide primero en un atrio y un ventriculo, luego el tubo se contorsiona
en forma de “S”, y se forman los tabiques que separan a cada camara en lado derecho e
izquierdo. A su vez se desarrollan las valvulas, las cuales impediran el flujo retrogrado de
la sangre. Algunas de las anomalias congénitas relacionadas con un desarrollo cardiaco
alterado incluyen defectos en la formacion del tabique ventricular, hiperplasia cardiaca
malformaciones de las valvulas y anomalias en el tracto de flujo de salida de la sangre. Esta
ultima es una de las caracteristicas del sindrome de DiGeorge, el cual es comun en

humanos con una frecuencia de 1: 4000 por cada nacimiento vivo (Epstein y Buck, 2000).

En roedores, otro evento que se produce durante este periodo es la rotacion del embrion
respecto de su eje axial. Como resultado de este proceso, se produce un cambio en la
orientacion del embrion y la configuracion de las membranas extraembrionarias, puesto que
éste gira dentro de sus membranas, quedando completamente rodeado por el amnios y
periféricamente por el saco vitelino. La presencia de este evento es evaluada como una

caracteristica de esta etapa de desarrollo embrionario (Esquema N° 3).
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Esquema N’ 3

“Rotacion del embrion respecto del eje axial”

/

Referencias 1 Endodermo embrionario, 2 Ectodermo embrionario + mesodermo, 3
Cavidad Amniotica, 4 Amnios, 5 Cavidad exocelomica, 6 saco vitelino, 7 Cavidad del
saco vitelino, 8 Cono ectoplacental y derivados del trofoectodermo, 9 Membrana de
Reichert, 10 Endodermo parietal, 11 Endodermo visceral, 12 Componentes
extraembrionarios mesodermales del saco vitelino, 13 Componente mesodermal del
amnios, 14 Componente ectodermal del amnios.

Tomado de “The anatomical basis of mouse development” MH Kaufman y JBL Bard

(1999) Academic Press Harcout Brace & Company, Publishers.
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La nutricion del embrion vertebrado se logra a través de diferentes estrategias'. Todas las
especics posecn saco vitelino, pero su funcion y morfologia es variable. En algunos grupos
como los reptiles y aves, este saco contiene el vitelo, el cual posee sustancias proteicas y
lipidicas, que serviran al embrion como alimento y material estructural. En ciertos
mamiferos, como los roedores, se habla de saco vitelino invertido, ya que*si bien no
contiene vitelo, su superficie absortiva se orienta hacia el tejido decidual materno,
absorbiendo los nutrientes maternales durante las primeras etapas del desarrollo (Jollie,
1990). Esta funcion cs llevada a cabo por la capa endodérmica visceral del saco vitelino, la
cual es un epitelio con funciones de transporte. Estudios in vitro mostraron la importancia
de este epitelio para el normal desarrollo de los embriones de roedores, mediando en forma
selectiva la transferencia de macromoléculas al embrion en desarrollo (Payner y Deuchar,
1972; Freeman y col, 1981). Esta funcion nutritiva precede al establecimiento de la
circulacion embrionaria y a la placentacion, que luego contribuiran a la nutricion y a la
respiracion,

En humanos, la situacion respecto del saco vitelino es diferente, puesto que rapidamente se
establece la placentacion corioalantoidea, y el saco vitelino queda reducido a una pequeiia
membrana adherida a la placenta.

Durante la organogénesis de los vertebrados, la primera circulacion existente es la vitelina,
originada dentro del saco vitelino. En este periodo ocurre un cambio de gran importancia en
la nutricién histotrofica del embrion, que pasa a ser hemotroéfica (Moore, 1982).

Diversos estudios han demostrado diferentes funciones del saco vitelino en la nutricién de
los embriones, tales como la sintesis y ensamblado de lipoprotcinas, y ¢l transporte de
distintas sustancias hidrofobicas como lipidos y vitaminas liposolubles hacia el embrion.
Este transporte se realiza por liberacion a la cavidad exocelomica en un principio, o a través

de la circulacion vitelina mas adelante (Terasawa y col, 1999; Farese y col, 1996).
< Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabdlica que afecta, segiun informes de la

Sociedad Argentina de Diabetes y la American Diabetes Association (2002), al 7-9% dec la
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poblacion. Existen dos tipos principales: tipo 1 o insulino dependiente y tipo 11 o no
insulino dependiente, siendo la primera la mas severa.

Diabetes tipo 1. la causa primaria de la patologia es la destruccion de las células
pancreaticas, que conduce a un déficit absoluto de insulina. En general, este dafio es la
consecuencta de un proceso autoinmune que puede ser detectado por la presencia de
anticuerpos. En otros casos, donde no se identifican anticuerpos y la etiologia no es
conocida, se habla de Diabetes Idiopatica (Gavin y col, 2002).

LLa predisposicion a padecer diabetes tipo 1 mediada por procesos autoinmunes es
hereditaria (Zonana y col, 1976). el gen responsable de la susceptibilidad se localiza en el
brazo corto del cromosoma 6, en el complejo mayor de histocompatibilidad. El proceso
quc gencra la diabetes se inicia generalmente durante la nifiez o adolescencia, tras una
infeccion viral comun que alteraria las células B pancreaticas de forma tal que son
reconocidas como extrafias por el sistema inmune (Craighead y col, 1975). El ataque
autoinmune parece iniciarse con el desconocimicnto de las células alteradas por parte de los
macrofagos. Sucesivos eventos posteriores llevaran a una disminucion en la secrecion de
insulina, invasion linfocitaria y lisis casi total de las células B pancreaticas (Nacional
Diabetes Data group, USA, 1979)

Como consecuencia existira una deficiencia total en la produccion de insulina acompaiiada
por una relacion alterada de glucagon/insulina, puesto que no hay dafio en las células a
pancreaticas (productoras de glucagon) que a su vez incrementan su namero, luego de la
muerte de las células B (Efendic y col, 1984). Ante la falta de insulina, se vera impedida la
utilizacion de glucosa por parte de los tejidos, v existira una sobreproduccion de glucosa
hepatica. El organismo se vera forzado a la utilizacion de sus reservas lipidicas como fuente
alternativa de energia, camino metabolico que origina intermediarios toxicos tales como
cuerpos cetonicos, cuyos niveles se elevaran en plasma y se evidenciaran en orina. X

El tratamiento del paciente diabético tipo I consiste en la administracion de insulina. La
dosis de insulina a utilizar dependera de la respuesta glucémica propia de cada paciente a la
ingesta de alimentos y al ejercicio. En general se requiere de al menos tres aplicaciones de

insulina dianas para alcanzar niveles cuglucémicos. Por otra parte, el tipo de insulina a
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aplicar puede ser de corta, mediana o larga accion, pero en general se utiliza una

combinacion de las mismas, determinada segun las necesidades del paciente.

Diabetes tipo II' existiria una predisposicion genética para padecer la enfermedad pero se
requieren de factores ambientales para desarrollarla. Entre estos factores serian de
importancia la excesiva ingesta de calorias, la ganancia en peso y la instalacion de la
obesidad (Nactonal Diabetes Data group, USA, 1979). La enfermedad tendria su origen a
partir de un estado conocido como prediabetes caracterizado por una deficiencia relativa en
la secrecion de insulina y una mayor demanda periférica de la misma: este defecto
secretorio ocurre especificamente ante el estimulo de glucosa. Con el tiempo se desarrolla
la enfermedad en si, afectando principalmente a individuos mayores de 35 afios (Efendic y
col. 1984). En los altimos afios la tendencia al descenso en la edad de los pacientes que
padecen de este tipo de patologia es creciente. a tal punto que hay nifios de corta edad que
padecen esta enfermedad (Marx, 2002).

En los inicios de la diabetes tipo 1l los niveles de glucosa en ayunas pueden no estar
alterados, con lo cual la existencia de la patologia debe comprobarse con curvas de
tolerancia a la glucosa (Metzger y col. 1991).

Una vez establecida la patologia, algunas de las alteraciones que se presentan son
resistencia periférica a la insulina, deficiencia en la secrecion de insulina, curvas alteradas
de tolerancia a la glucosa, y defecto en la supresion de produccion de glucosa hepatica por
hiperglucemia. Los niveles de glucagon son elevados, y los cambios metabélicos
cexistentes son caracteristicos de un estado catabolico con lo cual se encuentran alterados los
niveles de la mayoria de los metabolitos, tales como glucosa, acidos grasos, aminoacidos y
cuerpos cetonicos (Nacional Diabetes Data group USA, 1979).

Si bien en esta patologia siempre se considerd la influencia genética y la ambiental,
recientemente se establecieron algunas bases bioquimicas. Basicamente, se cree que el
exceso de triacilglicéridos y acidos grasos de cadena larga interferirian en el proceso de
translocacion de receptores de glucosa a la membrana celular (McGarry, 2002). De esta
forma. se altera el mecanismo de accion de la insulina, sobre la captacion de glucosa en

tcjidos periféricos.



Introduccion

Con el tiempo, muchos pacientes diabéticos tipo Il se vuelven dependicntes de insulina.
Iisto se debe al deterioro creciente en la funcion de las células B pancreaticas, que
finalmente mueren. Un mecanismo por el cual se produciria la muerte de estas células, seria
a través de acidos grasos de cadena larga que estimularian la actividad de la enzima Oxido
Nitrico Sintasa (NOS) y la sintesis de ceramidas, lo cual en forma conjunta o independiente

provocaria la apoptosis de las células B (Unger y Orci, 2001).

I:l tratamiento de la diabétes tipo 11 puede ser dietario, con secretagogos que estimulan la
sccrecion de insulina, o mejorando la resistencia periférica a la hormona y el perfil
metabolico. En algunos casos, seria necesario el tratamiento con insulina, con dosis
depcndientes del estado metabolico del paciente.

L.os tratamientos tradicionales para la diabetes tipo 1l incluyen terapias con compuestos
tales como las sulfonilureas y las biguanidas.

El cfecto de las sulfonilureas es estimular la sintesis de insulina en las células f3
pancreaticas. Por otra parte, el efecto de las biguanidas es suprimir la liberacion de glucosa
hepatica, logrando de esta forma el descenso en los niveles de glucosa.

Como altemativa a estos tratamientos tradicionales, surgieron recientemente las
tiazolidinedionas (TZD). A diferencia de lo descripto para las drogas anteriores, el efecto
de las TZD es neutralizar la resistencia periférica a la insulina, estimulando el metabolismo
de la glucosa. Estas drogas no solo corrigen la hiperglucemia y la hiperinsulinemia, sino
que ademas. descienden los niveles plamaticos de triacilglicéridos. Los efectos
hipoglucemiantes de las TZD, se lograrian a consecuencia de una mayor captacion y
utilizacién de la glucosa por los drganos periféricos, mediada por insulina (Kersten y col,
2000). ’

Diferentes drogas integran la familia de las TZD. entre ellas se encuentran Troglitazona y
Rosiglitazona. Una caracteristica especial que poseen estos compuestos, es que son
agonistas del receptor nuclear activado por factores de proliferacion peroxisomal gamma
(PPARY) (Lehmann y col, 1995), el cual promueve la transcripcion de genes involucrados

en la diferenciacion del tejido adiposo y en el metabolismo y transporte de acidos grasos.
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Como antes mencionamos, un mecanismo propucsto para la resistencia a la insulina, cs a
través de alteraciones en ¢l metabolismo de los acidos grasos de cadena larga. Se postula
que las TZD, actuarian sobre el metabolismo de lipidos, especialmente favoreciendo la
acumulacion de acidos grasos en el tejido adiposo e impidiendo su liberacion, asi como
disminuyendo la secrecion hepatica de triacilglicéridos (Oakes y col, 2001). De esta forma,
al mejorar el metabolismo de lipidos, se corregiria la falla en el metabolismo
hidrocarbonado.

St bien se considera quc estos efectos son ejercidos a través de la activacion del receptor
nuclcar PPARy (Lehmann y col, 1995; Satiel y col, 1996), debe tomarse en cuenta que
algunos estudios “in vitro” mostraron que las TZD poseen efectos no dependientes de
PPARYy, tales como inhibicion de la actividad acil-CoA sintetasa en microsomas y la
sintesis de colesterol en lineas celulares de diversos origenes, tales como células de ovario
de hamster (CHO). pulmonares (L6) o hepaticas (HepG2) (Kim y col 2001: Wang y col,
1999).

Modelos experimentales de Diabetes

En la rata los modelos mas conocidos para el estudio de la patologia diabética son la
pancreatectomia subtotal y la administracion de estreptozotocina.

l.a estreptozotocina es un antibiotico obtenido de Sweptomices Acharamogenes, cuya
accion descripta histologicamente (Rakieten y col, 1963) es una degranulacion y necrosis
especifica de las células B pancreaticas, 7 a 10 horas después de su administracion. El
modelo experimental mas utilizado es el que se obtiene por inyeccion intraperitoncal o
intravenosa de cstreplozotocina, disuchta en buffer citrato, cn un rango de concentracion
variable (50 a 80 mg/Kg peso animal) (Rodrigues y col, 1999). Las ratas tratadas con
estreptozotocina exhiben muchas de las caracteristicas de los pacientes con diabetes tipo |
no controlada, tales como pérdida de peso, cetonuria, polifagia, polipdisia y poliuria
(Junod y col, 1967 y 1969). Ademas, existen anomalias del metabolismo intermedio que se
manifiestan a nivel sérico, por ejemplo, con el incremento en los lipidos y cuerpos

cetonicos plasmaticos (Rodrigues y col, 1999).
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Con respecto a la diabetes tipo 11, se ha desarrollado un modelo que se obtiene por
inycccion nconatal de estreptozotocina en dosis de 100 mg/kg (Portha y col, 1979). Las
c¢lulas P pancreaticas se destruyen al dia 2 de nacimiento y luego se regeneran
espontaneamente en forma parcial originando un animal adulto diabético no insulino
dependiente con glucemias ligeramente elevadas, curvas de tolerancia a la glucosa alterada
y bajas concentraciones de insulina circulante (Kergoat y col, 1991).

Se debe sefialar que el modelo no presenta algunas de las caracteristicas del sindrome en
humanos. tales como la obesidad. hiperinsulinemia y marcada resistencia a la insulina. A
pesar de esto el modelo es ampliamente utilizado, puesto que resulta de interés para el
estudio de las primeras etapas de la patologia, cuando disminuye la secrecidn insulinica.
Ademas este modelo, sin tratamiento insulinico, se caracteriza por cursar con valores de
glucemia semejantes a aquellos observados con frecuencia en el paciente diabético tratado
(120-160 mg/dl), y por lo tanto es de gran utilidad para la evaluacion del estado diabético

con glucemias moderadas.

Preiiez y Diabetes

Durante la prefiez se producen importantes cambios metabdlicos para satisfacer las
necesidades alimenticias de la madre y del embrion en formacion. La respuesta hatema a
las necesidades de la gestacion podria caracterizarse como exageraciones del patron normal
de anabolismo y catabolismo que ocurre en sujetos no gestantes con alimentacion
intermitente (Freinkel y col 1965).

Deben considerarse dos situaciones: por una parte los cambios que ocurren en el estado
prandial, y por otra parte el estado de ayuno. ! ’

En el estado prandial la alteracion reside en la resistencia a la insulina por parte de los
tendos maternos. El principal mecanismo que se ve afectado es la captacién celular de la
glucosa mediada por insulina (Ryan y col, 1988; Andersen y col, 1988; Toyada y col,
1985). Esto seria resultado de la disminucién de la capacidad de la insulina para iniciar el
proceso de autofosforilacion de su receptor y a consecuencia de ello, la fosforilacion de

otras proteinas (Martinez y col. 1989). Por otra parte, como resultado de este primer evento,
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que afectaria ¢l transporte de glucosa hacia la célula o la actividad de algunas enzimas, se
inhibe ¢l metabolismo oxidativo de la glucosa y la sintesis de glucogeno.

Los cambios metabolicos inducidos en la madre serian originados por sefiales hormonales
propias de la preiiez. Algunos estudios han mostrado que las alteraciones producidas en las
células B pancreaticas para compensar la resistencia insulinica ocurren en paralelo con el
crecimiento de la unidad fetoplacental y la mayor sintesis de las hormonas lactogeno
placentaria y progesterona (Freinkel, 1980). Estas hormonas junto con el cortisol y la
prolactina, son capaces de reducir la captacion celular de glucosa mediada por insulina. A
su vez, la hormona lactogeno placentaria estimula la lipolisis, incrementando los niveles de
acidos grasos libres, que a la vez, afectaran la utilizacion de glucosa mediada por insulina.
I:l objeto de la resistencia periférica a la insulina en la prefiez es favorecer la disponibilidad
de glucosa para el embrion, demorando la captacion del metabolito por parte de los tejidos
malernos y ocurre mayormente en la segunda mitad de la gestacion. Por otro lado en la
primera mitad de la gesta se favorecen los procesos anabolicos, incrementandose la sintesis
de lipidos que serian acumulados en esta etapa de la prefiez y utilizados durante la prefiez
tardia.

En el estado de ayuno. durante la gestacion, es caracteristica una mayor hipoglucemia, que
podria ser producto de la inhibicién en la produccion hepatica de glucosa y del incremento
en la utilizacion de glucosa por parte del embrion. Basicamente se minimiza la utilizacion
de precursores proteicos para la gluconeogénesis hepatica (Buchanan, 1991) disminuyendo
de csta forma el catabolismo protcico matemno. Hacia finales de la preficz se estimulara el

catabolismo lipidico en la madre, como fuente de energia.

Estos cambios que normalmente se producen en la prefiez, impactaran considerablemente
en el control metabélico de las pacientes con diabetes pregestacional, tanto insulino-
dependiente como no insulino-dependiente. En estos pacientes, deberd incrementarse la
dosis de insulina administrada. Otro aspecto a considerar es la cetosis, especialmente hacia
el final de la prefiez, ya que las hormonas placentarias estimulan la lipdlisis y la
cetogénesis, y la insulina inhibe estos procesos.” Esto genera situaciones clinicas de

severidad ante la omision de la aplicacion de la insulina.
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Otro tipo de diabetes cs la gestacional, definida como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa detectada por primera vez durante ¢l embarazo (Metzger y col, 1998). Esta
definicién se aplica independientemente de que la anomalia sea corregida por el tratamiento
insulinico o dictario. Se estima que un 7% de todos los embarazos estan afectados por esta
patologia, variando su prevalencia en un rango entre el 1 al 14%, dependiendo de la
poblacion estudiada y de los test empleados para su deteccion (American Diabetes
Association, 2002).

En la diabetes gestacional se han reportado fallas en la captacion y utilizacion de la glucosa
involucrando tanto la accion de la isulina como la funcion de las células B pancreaticas. Si
bien los estudios realizados mostraron caracteristicas heterogéneas, en muchos casos existe
deficiencia por parte de las células B para compensar la resistencia insulinica (Buchanan,
1991). A diferencia de lo observado en los casos de diabetes pregestacional, no se detectan
incrementos marcados en la cetosis por el ayuno. Es por esto que una ingesta baja en
calorias es beneficiosa para el control glucémico sin causar aumento significativo en la

cclosis.

Il embrion de madre diabética

En hijos de madres diabéticas es alta la incidencia de malformaciones congénitas. Estas
incluyen malformaciones relativas a fallas en el ciemre del tubo neural, tales como espina
bifida y diferentes grados de anencefalia, o anomalias en el corazén en formacidn, tales
como ¢l aumento en el tamaiio y fallas en la tabicacién. También se han detectado
anomalias en ¢l maxilar y la mandibula (Eriksson y col. 198Z; Small y col, 1986).

[stas alteraciones ocurren en el periodo de organogénesis temprana previo a la scxta
semana de gestacion en humanos (Mills y col, 1979). La aparicién de malformaciones en el
hijo de madre diabética disminuye cuando el tratamiento insulinico es intensivo, aunque
sigue siendo mayor que en la poblacion normal (Hawthome y col, 1994; The diabetics
control and complication trial research group, 1996). Los mejores resultados se obtienen

cuando el control metabdlico es estricto desde el periodo previo a la concepcion, una meta

-
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dificil de lograr ya que por lo gencral las mujeres se presentan a la consulta médica ya
cmbarazadas.

En modelos de diabetes experimental, se han observado anomalias de desarrollo
embrionario similares a las halladas en hijos de mujeres diabéticas (Reece y col, 1985,
New, 1987; Ertksson y col, 1991).

De estas evidencias surge que la utilizacion de modelos experimentales de diabetes permite
el avance en el estudio de la etiologia de las malformaciones congénitas. Diversos trabajos
han demostrado que la causa de estas malformaciones esta vinculada con las alteraciones
metabolicas en el medio matemno al cual esta expuesto el embrion durante el desarrollo. El
periodo de organogéncsis temprana resulta ser una ventana temporal donde ocurren
cambios de importancia morfologica (Reece y col, 1996). de existir anomalias metabélicas
maternas, esto hara que se afecte el normal desarrollo del embrion. Se ha establecido el
término de “teratogénesis mediada por combustible™ (Freinkel y col, 1980), haciendo
referencia al efecto dafiino de los niveles alterados de glucosa (y la consecuente alteracion
en todo el metabolismo intermedio en la madre). que llevan al desencadenamiento de estas
anomalias.

Estudios realizados in vitro, han demostrado que el cultivo de embriones de roedores en
presencia de suero diabético durante la organogénesis temprana es capaz de inducir la
aparicion de anomalias semejantes a aquellas observadas en embriones de madres
diabéticas (Goto y col, 1992).

Si bien estas anomalias se atribuyen a los niveles alterados de glucosa, cuerpos cetonicos y
triglicéridos en el suero materno (Scow y col, 1964), no se conocen en profund.idad los
mecanismos subyacentes.

Con el fin de explicar la etiologia de la aparicién de malfomaciones congénitas asociadas
con la diabetes, se plantean un grupo de mecanismos, relacionados entre si, que serian
responsables de la aparicion de malformaciones embrionanas y que se basan en las
anomalias inducidas por el incremento en especies reactivas de oxigeno, y por las
alteraciones en el metabolismo del acido araquidonico.

En efecto, el embrion de rata diabética posee altéraciones en los niveles de enzimas

antioxidantes (Forsberg v col, 1996. Cederberg y Eriksson, 1997; Ornoy y col, 1999) e
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incremento en las cspecies reactivas de oxigeno (Yang y col, 1997, Wentzel y col, 1999).
La aparicion de anomalias inducidas por la hiperglucemia se previene por la adicion de
antioxidantes al medio de cultivo (Ertksson y col, 1993; Wentzel y col, 1998) ;r por la
administracion oral de antioxidantes (Stman, 1997), y se evitan en animales transgénicos
para el gen de la enzima antioxidante superéxido dismutasa (Hagay y col, 1995).

En cuanto al metabolismo del acido araquidonico, la disponibilidad de este acido graso
poliinsaturado esta disminuida en &l embridn de rata diabética (Goldman y col, 1985; Reece
y col, 1996), encontrandose también disminuidos los niveles intraembrionarios de
Prostaglandina E; (PGE3) (Piddington y col, 1996; Wentzel y col, 1999), prostaglandina
derivada del acido araquiddnico. Tanto la administracion de acido araquidonico in vivo
como de PGE; in vitro evitan la aparicion de malformaciones inducidas por la diabetes
(Pinter y col, 1986; Baker y col, 1990; Goto y col, 1992; Reece y col, 1996).

Sc postula a su vez, que la deficiencia de acido araquidénico, estaria relacionada con la
disminucion de fosfatidilinositol (Strieleman y Metzger, 1993) producto a su vez de la
deplecion de mioinositol por la glucemia elevada (Sussman y col, 1988).

Una hipotesis planteada recientemente, postula que la hiperglicemia dispara un programa
exagerado de muerte celular programada en embriones de roedores. De esta forma,
elevados niveles de glucosa alterarian la expresion de genes reguladores del desarrollo
embrionario y del ciclo celular; esto llevaria a la muerte prematura de células madres y

como consecuencia, a la dismorfogénesis (Moley, 2001).

< Eudotelinas

Sintesis v funciones de las I'ndotelinas

Las endotelinas (ETs) son agentes vasoactivos que fueron descubiertos en células
endotcliales (Yanagisawa y col, 1988), sin embargo su presencia no se limita al endotclio.

stos compuestos son hormonas peptidicas que constituyen una familia de tres miembros,

ET-1, ET-2 y ET-3 (lnouc y col, 1989). Se sintetizan como un precursor
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(preproendotelina), de aproximadamente 200 residuos aminoacidicos, que debe sufrir dos
cventos succsivos de clivaje para llegar a su forma activa. El primer paso es realizado por
una proteasa procesadora tipo furina que da origen a la forma denominada “endotelina
grande o proendotelina” inactiva desde ¢l punto de vista bioldgico. Finalmente por accion
de las enzimas convertidoras de endotelinas, (ECE1 y ECLE2) la proendotelina es clivada
hasta llegar a su forma activa. En el caso de la endotelina 1 (ET-1) la forma activa posee 21
aminoacidos.

La funcion de las endotelinas esta asociada principalmente con la accion constrictora,
siendo la ET-1 el miembro de la familia con mayor capacidad vasoconstrictora. Ademas de
esta funcion, también median la broncoconstriccion, la liberacion del péptido factor
natriurético. la inhibicion de la renina, la contraccion del musculo liso uterino, la
modulacion de la liberacion dc ncurotransmisores y la secrccion de hormonas
neuroenddcrinas (Sakurai y col, 1992). Ademas, “in vitro™ las endotelinas poseen efecto
proliferativo sobre melanocitos (Yada y col, 1991), células mesangiales (Simonson y col,
1989) y musculo vascular liso (Nakaki y col, 1989). La insulina promucve la expresion del
gen de la ET-1 v la liberacion de dicho agente de células endoteliales, asi como el
incremento de los niveles plasmaticos de ET-1 en humanos (Oliver y col, 1991, Hattori y
col, 1991; Piatti y col 1996). En pacientes que padecen hipertension, aterosclerosis o
isquemia miocardica aguda se han hallado niveles elevados de ET-1 en plasma y en tejido
vascular muscular liso (Saito y col, 1990: Lemman y col, 1991; Naruse y col, 1991).
Niveles incrementados de este agente vasoconstrictor estarian relacionados con las

enfermedades vasculares caracteristicas de la diabetes (Hopfner y col, 1998).

La accion de Ias endotelinas es mediadr a través de ties recrpiores:
para CT-1 y ET-2, ETB con igual afinidad pam los tres tipes de endotelings; y T7C,
receptor especifico para ET-3. En todos estos casos se trata de receptores acoplados =

proteina G. ETA se expresa en células de musculo liso vascular y es el responsable de la
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v col, 1992). Por ¢l contrario E'TB se expresa en todos los tejidos y en células endoteliales
media la vasodilatacion a través de incrementos cn la sintesis de oxido nitrico (NO) y
prostaciclina (Inoue ct al, 1989;: Warner et al, 1989). ETC se expresa en las células
cndoteliales y lactotrofos de la pituitaria anterior bovina. La activacién de ETC en células
endoteliales, mediaria una accion vasodilatadora a través de NO (Emori y col, 1991),
mientras que la activacion de dicho receptor en lactotrofos. inhibe la liberacion de

prolactina (Samson y col 1990 y 1991).
Indotelinas durante el desarrollo embrionario

Diferentes estudios demostraron que las endotelinas se expresan en diversos tipos celulares
durante la organogénesis (Chan y col, 1995). Estos tejidos son sitio de migracion de las
células de cresta neural, tales como los arcos branquiales. En ratones mutante§ dobles
rccesivos para el gen de ET-1 (Kurihara y col, 1994, 1995 a y b), o para el gen del receptor
ETA (Clouthier et al, 1998) y en estudios de inhibicion farmacologica con antagonistas
para los receptores de endotelinas realizados en ratas y conejos (Treinen y col, 1999), se ha
observado la aparicion de anomalias en organos derivados de los arcos branquiales tales
como la mandibula, el oido, la lengua, el timo, la tiroides y los grandes vasos. Trabajos
realizados en el embrion de pollo inactivando el receptor ETA, mostraron iguales
resultados (Kempf y col, 1998). El fenotipo es similar cuando falla la actividad de las
diversas enzimas convertidoras de endotelinas (Yanagisawa y col 1988).

Cuando se anula la expresion de los genes que codifican para el receptor de ETB y de ET-
3, se obticne un fenotipo similar al sindrome de HMirschprung, caracterizado por la
agangliogénesis del colon distal (Baynash y col, 1994; Ilosada y col, 1’994).

I:n todos cstos casos, las células blanco son derivadas de la cresta ncural, esenciales para cl
desarrollo del sistema cardiovascular y la arquitectura craneofacial, y del desarrollo del
sistema nervioso entérico.

Las células de cresta neural cefalica expresan los genes de los receptores de endotelinas
ETA y ETB en el momento en que estas emergen dél tubo neural, sin embargo ETB sufre

una disminucion en su expresion cuando las células se acercan a su destino, los arcos
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branquiales. Lin forma cotrespondiente, las células del parénquima situadas en ¢l arco
branquial expresan LET-1.

Como se menciono previamente, las células de cresta neural cefalica de mamiferos
comienzan la migracion a su destino durante el periodo en el cual los pliegues neurales
estan elevandose (Gilbert, 1997). Varios factores se encuentran involucrados en su
migracion entrc ellos moléculas de adhesion como las integrinas, que permitiran la
interaccion con la matriz extracelular, y las caderinas, que favoreceran la comunicacion
entre las células migrantes (Maschhofl y Baldwin, 2000).

Una vez que las células de cresta neural alcanzan su destino, éstas deben madurar. La ET-1
modula la expresion de los factores de transcripcion dHAND y eHAND implicados en la
supervivencia de las células derivadas de cresta neural de los arcos branquiales. Esta
modulacion parece no ser directa sino a través de otros factores de transcripcion, que serian
los responsables de la activacion de la transcripcion de los genes dHAND, tal es el caso del
factor DIx6, dependientc de la cascada de seializacion de ET-1 a través del receptor ETA
(Charité y col. 2001). La aclividad de dicho factor de transcripcion estaria circunscripta a
los arcos mandibulares e hioidcs.

En el embrion de madre diabética se han reportado anomalias en el hueso mandibular y en
el cartilago de Meckel, estructuras derivadas de cresta neural, que dan origen a una
malformacion conocida como micrognatia (Eriksson y col, 1982 y 1988). Dicha lesion seria
inducida durante el periodo de formacion y cierre del tubo neural. La micrognatia parece
ser la principal alteracion en el desarrollo de las células de cresta neural cefalica, como
producto de la reducida capacidad migratoria y proliferativa a consecuencia de los niveles
incrementados de glucosa y especics reactivas del oxigeno (Suzuki y col, 1996; Styrud y
Eriksson 1990; Siman y col, 2000). En los embrioncs de' ratas dial;e'ticas también se han
reportado, malformaciones cardiacas tales como defectos de tabicaciéon ventricular y
marcado desplazamiento de la aorta, resultando en una doble salida del ventriculo derecho
(Siman y col, 2000). Dichas anomalias también estarian relacionadas con alteraciones en

las células de cresta neural (Ferencz y col, 1990; Siman y col, 2000).
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No habiendo antecedentes previos que reporien si dichas anomallas se asocian a niveles
alterados de endotelinas, en el presente trabajo se estudiaron los niveles de I'T-1 en

embriones de rata diabética.
< Oxido nitrico
Sintesis de oxido nitrico

El oxido nitrico (NO) es un agente vasoactivo, con efecto vasodilatador y miorrelajante.
Este compuesto es sintetizado por deaminacion oxidativa NADPH dependiente de L-
arginina (Palmer y col, 1987) (Esquema N° 4). La reaccion es catalizada por la enzima
6xido nitrico sintasa (NOS). Esta enzima posee tres isoformas diferentes: dos de ellas, la
neuronal y la endotelial se expresan constitutivamente (Bredt y col, 1990), y la expresion
de la tercera isoforma presente en macrofagos, es inducida por citoquinas o

lipopolisacaridos (Lyons y col, 1992).

Esquema N°4 “Sintesis de oxido nitrico”
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El NO tiene una vida media corta, ya que es rapidamente metabolizado por oxidacion para

dar nitritos y nitratos.
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El NO, puede ademas combinarse con especies reactivas del oxigeno, tales como el anién
superoxido (07), y generar otro tipo de compuestos: los peroxinitritos, de alta toxicidad
para la célula por su capacidad de nitrostlar proteinas (Miller y col, 1996; lschirop&ulus y
col, 1998) generando dafio en la estructura y funcion proteica. En condiciones fisioldgicas,
cuando el estado redox celular se encuentra equilibrado, esta reaccion se veria impedida por
la presencia de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, que secuestra al
superoxido manteniéndolo en concentraciones bajas (Fridovich, 1976)

Debido a las potentes acciones biologicas del NO, su sintesis debe estar estrictamente
controlada. De hecho, las distintas isoformas de la NOS son reguladas a través de
mecanismos transcripcionales y traduccionales. El Ca?*, la calmodulina, el monéxido de
carbono y las citoquinas son algunos de los factores involucrados en este tipo de
regulaciones.

Ademas de agentes fisiologicos, existen compuestos farmacologicos que pucden donar NO
o0 antagonizar su produccion.

l.os dadores, incluyen a nitratos organicos como la nitroglicerina, el nitroprusiato de sodio,
los nitrosotioles como el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) y los complejos de NO
con nucleofilos conocidos como NONOates (Butler y col, 1995, Maragos y col, 1991).

La inhibicion de la actividad NOS es mediada por analogos de la L-arginina, tales como
N%monometil-L-Arginina (L-NMMA) o N%nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) que

inhiben la actividad de sus tres isoformas.
I'unciones Biologicas

Las funciones fisiologicas del NO fueron descriptas originalmente en tres sistemas:
vascular, nervioso e inmune.

El NO, generado en cl endotelio vascular como respuesta al stress, a diferentes agonistas y
a la hipoxia, regula el tono muscular y el flujo sanguineo (Moncada y col, 1991). En el
sistema nervioso participa de la plasticidad neuronal y regulacion de algunos procesos

neurofisiologicos relacionados con la memoria, ademas actuaria como neurotransmisor en
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el sistema nervioso periférico y central (Nathan, 1992). Ademas el NO actuaria durante el
desarrollo del sistema nervioso, favoreciendo el refinamiento de la inervacion neuronal de
los musculos (Dan y Poo, 1992; Wang y col, 1995).

En el sistema inmune, se ha estudiado que ¢l NO media la actividad bactericida y
tumoricida en los macrofagos (Hibbs y col 1990). .

El NO participa también en la regulaciéon de las funciones de otros sistemas como el
respiratorio, excretor, cardiovascular, endocrino y reproductor.

Como cjemplo de cllo pucde mencionarse su participacion en la regulacion del flujo renal
(Wilcox y col, 1992), en la regulacion de la presion vascular durante la hipoxia (Persson y
col, 1990). En hepatocitos, posee efectos citostaticos en el curso de la infeccion bacteriana.
En las células B pancreaticas modula la liberacion de insulina en respuesta a los niveles de
L-arginina plasmatica (Laychock y col, 1991).

Es también mediador de la apoptosis o muerte celular programada en diversos tipos
celulares y tejidos tales como macrofagos, células tumurales y epiteliales, y participa en
desordenes autoinmunes (Albina y col, 1993; Cui y col, 1994; Sandoval y col? 1995;
Connory col. 1995).

En el sistema reproductor regula diferentes procesos como el comportamiento de apareo
(Rettori y col, 1993) y la regulacion de la funcion ovarica (Rosselli y col, 1994; Shukovski
y Tsafriri, 1994).

Durante la preiiez es responsable del mantenimiento de la circulacion Gtero placentaria,
generando un estado de vasodilatacion que asegura la adecuada liberacion de oxigeno y
nutrientes al embrion en crecimiento y la remocion de los desechos metabolicos. Ademas,
scria el responsable de la quiescencia y relajacion del masculo liso uterino, efecto que
dccae al comienzo del parto. En el tejido placentario a término el incremento de NO
contribuye al desencadenamiento del trabajo de parto (Gonzalez y col, 1998).

El NO, ademas, participaria en el proceso de implantacion embrionaria (Novaro y col,

1997).

La accién de NO es mediada a través de la producciéon de GMPc. Este altimo compuesto

actia sobre diferentes tipos de proteinas entre ellas la proteina quinasa G, canales i0nicos

23



Introduccion

dependientes de nucleatidos ciclicos y fosfodiesterasa. Se postula que este mecanismo de
accion del NO mediado por.aumento de los niveles de GMPc, scria responsable del
mantenimiento de la quiescencia uterina durante la prefiez (Norman y Cameron, 19?6).
Ademas de esta via clasica, algunos estudios han determinado que el NO puede actuar
directamente modificando proteinas a través de reacciones sin intervencion de enzimas.
Una de estas modificaciones es la S-nitrosilacion en los residuos cisteinas, mecanismo por
el cual el NO regularia la excitabilidad neuronal en el sistema nervioso (Ahem y col, 2002).
Otra via de accion del NO es a través del estimulo de la cicloxigenasa, incrementando la
produccion de proslaglandinas. Estudios realizados en diversos laboratorios y en el nuestro,
han demostrado el estimulo de NO sobre la sintesis de protaglandinas en hipotalamo, tejido
uterino, ovocitos y placenta a término (Rettori y col, 1992; Franchi y col, 1994,
Jawerbaum y col, 1997; Gonzalez y col, 1998).

Nuestros estudios previos han determinado que NO estimula la sintesis de PGE; en
embriones provenientes de ratas diabéticas tipo Il durante la organogénesis temprana

(Jawerbaum y col, 1998).

En exceso, el NO resulta ser toxico y daiiino para los tejidos. La expresion sostenida de la
isoforma inducible esta asociada al dafio y a la muerte celular en las patologias
autoinmunes e inflamatorias (McCartney-Francis y col, 1993; Miller y col, 1993) Estudios
realizados por nuestro grupo y en otros laboratorios han demostrado que el NO, producido
en exceso, es uno de los agentes implicados en la destruccion de los islotes (Kroncke y col,
1991) y el daiio pancreatico producido por el tratamiento con estreptozotocina (Gonzalez y
col, 2001).

Oxido nitrico y Organogénesis
Durante la organogénesis, el NO esta involucrado en los procesos morfogénicos
caracteristicos de esta etapa de desarrollo embrionario. Uno de esos procesos es la

neurulacion, en la cual el NO determinaria la apoptosis, en forma selectiva, de algunas

células en las regiones cefilicas del tubo neural (Lee y Juchau, 1994). De esta forma estaria
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actuando en el refinamiento tisular del sistema nervioso en formacidn. Por otra parte, la
inhibicion de la actividad NOS, genera la aparicion de malformaciones a nivel del segundo
arco branquial y de la copa optica (Lee y Juchau, 1994). La deficiencia en la expr:asic'm de
la NOS, esta asociada con la aparicion de malformaciones a nivel cardiaco, tales como falta
de desarrollo del corazon, fallas en la tabicacion atrial y ventricular, asi como incrementos
en la apoptosis de cardiomiocitos (Feng y col, 2002).

En una etapa posterior al cierre del tubo neural, se ha establecido que la inhibicion de la
actividad NOS es responsable de la falta de desarrollo de los miembros (Pierce y col,
1995). De esta forma se establece que tanto el exceso como la falta de 6xido nitrico resultan
ser perjudiciales para el desarrollo del embridn, por lo tanto sus niveles y la expresion de la
enzima NOS deberan estar finamente regulados durante el desarrollo embrionario

Algunos estudios identificaron la presencia de las isoformas constitutivas de NOS como las
responsables de la sintesis de NO embrionario durante la organogénesis temprana y en
periodos posteriores a la misma (Pierce y col, 1995; Lee y Juchau 1994; Feng y col,
2002). Estudios inmunucitoquimicos detectaron la localizacion de la isoforma nNOS
durante la organogénesis en la region anterior del cerebro en formacion (Black y col, 1995).
Si bien se ha establecido la presencia de la isoforma inducible en la unidad fetoplacentaria
(Miller y col, 1996). cl mutantc doble rccesivo para dicha isoforma prescenta desarrollo
normal hasta mediados de la gestacion, periodo en el cual se produce 1a muerte de algunos
embriones. Aquellos embriones que nacen presentan pesos disminuidos con respecto a los

animales control (Bumett y col, 2002).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han determinado que el estado diabético
induce incrementos en los niveles de oxido nitrico en diversos tejidos tales como placenta a
término, pancreas, y ovocitos (Pustovrh y col, 2000; Gonzalez y col, 1999; Jawerbaum y
col, 1999). En el mismo sentido, estudios realizados en embriones en organogénesis
provenientes de ratas diabéticas tipo II, determinaron actividad incrementada de la NOS, asi
como aumento en los niveles de nitratos/nitritos (Jawerbaum y col, 1998).

P'uesto que se desconocia la existencia de alteraciones en la produccion de NO en el

embrion de rata diabética tipo 1, en este trabajo se evaluaron los niveles de dicho agente
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vasoactivo y adems se analizo la capacidad modulatoria de NO sobre la sintesis de otros
compuestos  vasoactivos presentes en el embrion, tal como las endowlinas y las

prostaglandinas.

% Prostaglandinas
Sintesis y funciones del las prostaglandinas

Las prostaglandinas son acidos grasos de veinte carbonos que contienen un anillo de cinco
carbonos. Fueron descubiertas por primera vez por Goldblatt y Von Euler en las
secrcciones prostaticas (Goldblatt, 1933; Von Euler, 1935), describiéndose un efecto
vasodepresor y estimulante del musculo liso.

Las prostaglandinas son sintetizadas a partir de acidos grasos poliinsaturados: linolénico,
araquidonico y eicosapentenoico. Cada uno de ellos da origen a una serie diferente de
prostaglandinas, respectivamente serie 1, serie 2 y serie 3. Esta clasificacion toma en cuénta
los dobles enlaces presentes en las cadenas lateralcs.

El araquidonico resulta ser el acido graso mas abundante en los fosfolipidos de membrana
y puede ser obtenido directamente desde la dieta o por desaturacion y elongacion a partir
del linoleico. Este acido graso dara origen a las prostaglandinas de la serie 2, las cuales son
de gran importancia desde el punto de vista biologico.

El araquidénico debe ser liberado de los fosfolipidos de la membrana celular a partir de la
accion de la fosfolipasa A,.

En un paso posterior a su desacilacion, el araquidonico puede ser metabolizado por dos
tipos dc enzimas. Una de cllas, la lipooxigenasa, cataliza la formacién de hidroperéxidos
inestables que a través de sucesivos pasos se transforman en compuestos tales como los
leucotrienos. La otra enzima es la prostaglandina H sintetasa, también llamada COX por su
actividad ciclooxigenasa, (Esquema N°® 5) presente en todas las células de mamiferos,
excepto en globulos rojos. Esta enzima cataliza dos pasos iniciales en la sintesis de

prostaglandinas a partir de la conversion del acido araquiddnico a PGG,, y tuego a PGH..
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Eslos dos pasos se conocen como ciclooxigenacion y peroxidacion. Si bien ambas etapas
son catalizadas por la misma enzima, cada una de las reacciones tiene lugar en dos sitios
activos diferentes. Una vez formado, el intermediario PGH,; es convertido enzimaticamente
a otros compuestos estables como la PGE; y PGD; via isomerasas, o PGF,q via reductasa.
La PGE; puede ser convertida a PGF, por medio de la enzima 9-ceto reductasa.

La enzima ciclooxigenasa es una glicoproteina que contiene un grupo hemo y se halla
unida a la membrana del reticulo endoplasmatico. Su peso molecular es aproximadamente
71 KDa. Se conocen al menos dos isoformas diferentes de la enzima ciclooxigenasa
presente en mamiferos, una de ellas de expresion constitutiva (COX 1), y otra de expresion
inducible (COX 1) (Smith y col, 1994; Munroe y col 1995). Esta ultima es inducida por
citoquinas proinflamatorias entre otros compuestos. La actividad ciclooxigenasa es inhibida
por drogas conocidas como antiinflamatorios no esteroideos que incluye agentes tales como
aspirina, indometacina, ibuprofeno y naproxeno (Loll y col, 1994). En general estos
compuestos inhiben ambas isoformas con poca selectividad.

La COX 1 es expresada constitutivamente y por lo tanto cumpliria el rol de catalizar la
sintesis de prostaglandinas necesarias para la actividad celular normal. En general la
concentracion de esta enzima se mantiene estable, pero pueden ocurrir aumentos de dos a
cuatro veces en su expresion, en respuesta a la estimulacion hormonal o a factores de

transcripcion (DeWitt y col, 1991; Wu y col, 1991).
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Esquema N°5 “Sintesis de Prostaglandinas a partir del dcido araquidénico”
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La COX II, como se mencioné previamente solo se expresa en respuesta a la induccién por
factores de crecimiento, ésteres de forbol, citoquinas o lipopolisacéridos. Es la enzima
involucrada en la respuesta inflamatoria a corto plazo (Vane, 1994). Desde el punto de vista
catalitico es practicamente indistiguible de la isoforma I, ambas poseen valores similares de
Km y Vmax para el metabolismo del acido araquidénico. El peso molecular para ambas
isoformas es el mismo (70 KDa) (Vane y Botting, 1995). Existen estudios que-indican
diferencias en la ubicacion intracelular de ambas isoformas. La constitutiva se ubicaria a lo
largo de toda la membrana del reticulo endopldsmico y en parte de la membrana nuclear,
mientras que la inducible se hallaria principalmente asociada a la membrana nuclear. A

consecuencia de la diferente ubicacion de ambas isoformas, se postula que representan dos
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sistcmas biosintéticos independicnles, que regulan funciones extracelulares (COX 1) y

cventos de diferenciacion intranucleares (COX 1) (Morita y col, 1995).
I“unciones Biologicas de las Prostaglandinas

Las prostaglandinas son sintetizadas por la mayoria de las células en nuestro organismo, y
actuan como mediadores lipidicos en forma autdcrina o paracrina. Son sintetizadas de novo
en respuesta a sefales tales como citoquinas o factores de crecimiento, y luego liberadas
mediante transporte facilitado a través del transportador de prostaglandinas PGT,
cotransportador que modula la liberacion y/o la captacion de prostaglandinas y que
pertenece a la familia de los transportadores de aniones organicos polipeptidicos (Funk,
2001).

Las acciones fisiologicas de las prostaglandinas son mediadas por la union a receptores
especificos, principalmente acoplados a proteinas G. Por ejemplo, para la prostaglandina E,
se conocen 4 receptores distintos, de los cuales dependera la respuesta biologica:
incremento en los niveles de AMPciclico, disminucion de los niveles de AMPciclico, o una
respuesta mediada por fosfoinositidos (Narumiya, 1995).

Para algunos prostanoides, la accion seria mediada directamente por la unidon de la
prostaglandina a receptores nucleares, regulando de esta forma la expresion génica
(Kliewer y col 1995; Forman y col 1995).

lLas prostaglandinas presentan una variedad de funciones, puesto que actian sobre la
presion arterial y la agregacion plaquetaria, provocan contraccion o relajacion del musculo
liso. quimiotaxis y quimiocinecis de células sanguineas (Berhman y col, 1992); participan
en diferentes eventos reproductivos tales como ovulacion, luteélisis (Carteen y col, 1990), y
desencadenamiento del trabajo de parto (Esquema N° ).

Altos niveles de prostaglandinas pueden ser responsables de desordenes diversos tales
como los procesos inflamatorios y alérgicos, alteraciones del ciclo sexual y abortos
(Ferreira, 1972; Saxena, 1978; Funk, 2001), su deficiencia puede conducir a trastornos
como la infertilidad, hipertension arterial y ulceras gastricas (Mitchell y col, 1993; Funk,
2001).
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Esquema N°6 “Funciones Biologicas de las Prostaglandinas”
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Prostaglandinas en la Diabetes Mellitus

Numerosos estudios describen alteraciones en la sintesis de prostanoides en diversos tejidos
de animales y pacientes diabéticos. Las alteraciones en el lecho vascular, debido a

incrementos en la produccion de tromboxanos, PGE», PGFayg, y defectos en la produccion
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de prostaciclina, ocasionan dafio microvascular. Esta es una complicacion severa y muy
frecuente de la palologia, conocida como vasculopatia diabética (Schonfelder y col, 1996;
Williamson, 1993; Garris y col, 1986).

En los tejidos reproductivos, alteraciones en el desbalance en la produccion de prostanoides
generan anomalias en la motilidad uterina (Jawerbaum y col, 1994) y en el ﬂujo utero-
placentario (Wentzel y col, 1995), retraso de crecimiento fetal (Wentzel y col, 1995;

Vercheval y col, 1990; Pampfer y col, 1990) e insuficiencia placentaria, entre otras.
Prostaglandinas durante el desarrollo embrionario en la organogénesis temprana”

Como ya se indico previamente la sintesis de prostaglandinas es llevada a cabo por las dos
isoformas de la COX. La COX [ se expresa en el embrién desde la ovulacion hasta la
implantacion (Marshbum, 1990), y también se ha detectado durante la organogénesis (Wim
y col, 1997). En el embridn preimplantatorio se expresan ambas isoformas de la enzima
COX siendo COX II la isoforma predominante desde el estadio de ocho células hasta
blastocisto, donde promoveria la diferenciacion y la implantacién (Wang y col, 2002).
Recientes trabajos han demostrado la presencia de la proteina COX II durante la
organogénesis del raton (Parman y Wells, 2002), sin variacidn en los niveles de la proteina
durante dicho periodo del desarrollo embrionario y por lo tanto postulan que la expresion
de dicha isoforma en el embrion es de tipo constitutiva. Sin embargo, estudios
farmacologicos realizados in vivo en ratas y conejos, en presencia de inhibidores de
diferente selectividad para las dos isoformas de la COX, han demostrado que la aparicion
de anomalias congénitas s6lo se verifica con el agregado de inhibidores de mayor

especificidad para COX I (Davenport y col, 2002).

La importancia de las prostaglandinas durante la organogénesis temprana, vy
especificamente durante la neurulacion, fue descubierta a través de estudios realizados en
modelos experimentales de diabetes. En esta patologia, las fallas de cierre de tubo neural

representan una de las anomalias mas frecuentes ocasionadas por el entorno diabético.
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Estudios realizados en ¢l modelo de diabetes tipo I, demostraron que la deficiencia de
acido araquidénico y de protaglandina E; estaba relacionada con la aparicion de anomalias
conggénitas en los embriones provenientes de ratas y ratones diabéticos tipo | (Piddington y
col, 1996; Wentzel y col, 1999). En estos embriones el contenido de PGE; esta
sensiblemente disminuido en comparaciéon a los embriones control, y la incidencia de
malformaciones congénitas es alta. Basicamente estas anomalias consisten en defectos de
tubo neural, hipertrofia de corazon, defectos en la rotacion axial y anomalias histologicas
en el saco vitelino.

El tratamiento con acido araquidonico o PGE; tanto en experimentos in vitro, como in
vivo, es capaz de revertir o impedir la aparicion de estas anomalias (Goldman y col, 1985;
Pintery col, 1986; Bakery col, 1990).

El proceso de formacion y cierre del tubo neural implica la accion de diferentes agentes, asi
como la activacion de genes especificos. Uno de los agentes implicados en el proceso del
cierre del tubo neural es la PGE,. Se ha estudiado que durante la formacion del tubo neural,
se produce un incremento en el contenido de PGE; la cual retorna a sus niveles basales una
vez que se produce la fusion de los pliegues neurales (Piddington y col, 1996).

No se ha establecido claramente cual es la isoforma de la COX responsable de este
aumento de PGE;. Algunos estudios proponen que el incremento de esta prostaglandina es
mediado a través de la isoforma inducible, y que una menor expresion de esta enzir;1a en los
embriones de ratas diabéticas lleva al menor contenido de PGE; y a la aparicion de las
malformaciones congénitas, mientras que la expresion de la COX I es similar en embriones
de ratas sanas y diabéticas (Wéntzel y col, 1999).

Nuestros estudios demuestran que, a diferencia de lo reportado en el modelo de*diabetes
tipo I, el contenido de PGE, de embriones provenientes de ratas diabéticas tipo 1l esta
incrementado, al igual que su produccidn y liberacion (Jawerbaum y col, 1998).

Hemos demostrado ademas que, durante la organogénesis, la sintesis de PGE; es modulada
cn forma positiva por dxido nitrico, cuyos niveles, al igual que en otros tejidos diabéticos,
se encuentran incrementados (Jawerbaum y col, 1998). Segun lo mecionado previamente,
esta modulacion positiva de la sintesis de PGE; es de absoluta importancia para el embrién

durante el cierre del tubo neural.
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Si bien cn la literatura se ha citado disminucion en el contenido embrionario de la PGE; en
el modelo de diabetcs tipo I, sec desconoce si dicha disminucidn obedece a alteraciones en la
sintesis y/o liberacion del prostanoide al medio extracelular.

Iin el presente trabajo se estudio la produccion de PGI.y, su transporte y su regulacion por

NO ¢n el embrion rata diabéftica tipo 1.

Otra prostaglandina que ha sido objeto de estudio en los Gltimos afios es la 15- deoxi delta
1214 brostaglandina J; (15dPGJ). Este compuesto es un metabolito estable de la
prostaglandina D; producto de sucesivas reacciones de deshidratacion e isomerizacion.
Debido a su estructura quimica, pertenece al grupo de las prostaglandinas denominadas
como ciclopentenonas, puesto que contienen una estructura en anillo, la cual se caracteriza
por la presencia de un grupo carbonilo a, B insaturado, reactivo desde el punto de vista
quimico. A diferencia de otras protaglandinas, las ciclopentenonas interactuan con
moléculas-sefial y factores de transcripcion (Strauss y Glass, 2001).

Varios estudios indican que 15dPGJ, es capaz de regular los niveles de NO, inhibiendo la
expresion de la enzima inducible NOS en células de musculo liso vasculares (Shirahase.y
col, 2000), macrofagos (Maggi y col, 2000) y células granulosas de cerebelo (Heneka y col,
1999). En neuronas corticales tratadas con LPS, el tratamiento con 15dPGJ; inhibe la
expresion de COX 1l y la correspondiente a la isoforma inducible NOS, asi como la
activacion del factor nuclear kappa B. De esta forma, 15dPGJ, ejerce efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios (Kim y col, 2002). Estudios realizados en nuestro
laboratorio, demostraron el efecto inhibitorio de 15dPGJ; sobre la sintesis de NO en islotes
pancreaticos aislados de ratas sanas y diabéticas tipo | (Gonzalez y col, 2002).

En cuanto a su mecanismo de accion, el interés esta centrado en el hecho de que este
compuesto es el ligando natural de mayor afinidad que se conoce para el receptor nuclear
PPAR y (Forman y col, 1995). Este receptor nuclear es responsable de la transcripcion de
gencs involucrados en el metabolismo de lipidos y en la diferenciacion del tejido adiposo
(Rosen y col, 2000). Durante el desarrollo embrionario se lo ha vinculado con la formacion
de la placenta ya que ratones mutantes doble recesivos para dicho gen mueren a n|1ediados

de gestacion, cuando se inicia el proceso de placentacion (Barak y col, 1999).
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En diversos tejidos se ha establecido que los mecanismos de accion de 15dPGJ2 pueden ser
dependientes o independientes de PPARy.

Respecto de la funcion antinflamatoria, se postulan mecanismos mediados por el receptor
nuclcar PPARy (Ricote y col, 1998) y otros independientes del mismo (Petrova y col,
1999). Al respecto de esta accion, se sugiere que la 15dPGJ; actia como un regulador
fisiolégico negativo de la sintesis de Oxido nitrico, de prostaglandinas y de la respuesta
inmune (Gilroy y col 1999; Strauss y col, 2000).

Dada su capacidad modulatoria sobre los niveles de oxido nitrico, se considero de interés
el estudio de la sintesis, funcion y mecanismo de accion de 15dPGJ; durante la
organogénesis temprana en el embrion sano y diabético, donde los niveles endogenos de

ovido nitrico se encuentran elevados.

% Lipidos

Clasificacion

Se define a los lipidos como moléculas diversas que se caracterizan por su solubilidad en
solvenles organicos. Lstas moléculas incluyen acidos grasos y sus derivados, terpenos,
esteroides, carotenoides y acidos biliares. Una definicion actual mas estricta, limita dicha
definicion a los acidos grasos y sus derivados o metabolitos.

En general, los liptdos estan constituidos por acidos grasos unidos por uniones ésteres a un
alcohol, principalmente glicerol, o por uniones amidas a bases de cadenas largas. En
algunos casos también podrian contener acido fosforico, bases organicas, aziicares y otros
compuestos que pueden ser liberados por proceso de hidrdlisis. Tomando en cuenta este
aspecto los lipidos pueden clasificarse en simples o complejos. Los simples son aquellos
quc contienen uno o dos productos de hidrélisis por mol. Los complejos son aquellos que
contienen tres o mas tipos de productos de hidrélisis por mol. Es comin definir como

neutros a los lipidos simples, y polares a los complejos. Sin embargo esta definicion es un
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tanto ambigua desde el punto de vista quimico, ya que los acidos grasos libres son
clasificados como neutros, a pesar de la presencia del grupo carboxilo.
A continuacidn se mencionan algunos lipidos que fueron objeto de estudio en este trabajo,

y sus principales caracteristicas:

Lipidos neutros:

Los acidos grasos contienen nimeros pares de atomos de carbono en cadenas lineales con
un grupo carboxilo terminal. Pueden ser saturados (ejemplo: acido palmitico) o insaturados
por contener dobles enlaces que generalmente poseen configuracion cis. Entre estos altimos
se encuentra el acido oleico y el acido araquidonico. Existe una nomenclatura especial que
permite establecer la posicion del ultimo doble enlace, contando a partir del carbono
metilico asignado como omega, el nimero 1. Podemos hablar asi, por ejemplo, de la
familia de los acidos grasos omega-3 u omega-6, donde respectivamente el ultimo enlace se
encuentra entre el carbono 3 y 4, o entre el carbono 6 y 7 respecto del carbono omega. En
particular estas dos familias de acidos grasos han sido relacionadas con la prevencidn de las
enfermedades cardiacas debido a su capacidad para modificar niveles de lipoproteinas y
colesterol plasmaticos (Champe y Harvey, 1994).

Es importante sefialar que algunos de los acidos grasos son escenciales, esto significa que
no pueden ser sintetizados por el organismo y deben ser adquiridos desde la dieta. Se trata
de acidos grasos poliinsaturadoé, precursores de otros acidos grasos, y que cumplen roles
de importancia en el crecimiento, en la reproduccion y en otros aspectos de la salud
(Christie, 1973). Cabe mencionar que los acidos grasos linoleico y araquiddnico,
pertenecen a esta categoria y ademas forman parte de la familia de los acidos grasos
omega-6. ’

Los triacilglicéridos se caracterizan por poseer un acido graso esterificado a cada grupo
hidroxilo del glicerol. Los acidos grasos esterificados pueden ser diferentes entre si.

El colesterol es miembro del grupo de esteroides que posee un sistema de anillos
tetraciclicos. Puede hallarselo libre, en asociacion con otros lipidos, en la membrana celular
o en lipoproteinas. También puede hallarselo esterificado con un acido graso y esta especie

es conocida como éster de colesterol.
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Lipidos complejos:

Los fosfoglicéridos o fosfolipidos son compuestos que por hidrolisis liberan glicerol, acidos
grasos, fosfato inorganico y una base organica o un polihidroxi compuesto. En este grupo
encontramos entre otros a la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y
fosfatidilserina.

Los esfingolipidos se caracterizan por tener como estructura central a la esfingosina, en
reemplazo del glicerol, presente en los fosfoglicéridos. El grupo amino esta acilado,
mientras que el grupo hidroxilo terminal se encuentra sustituido. En el caso de la

esfingomielina, ese sustituyente es la fosfortlcolina.

I‘unciones Biologicas

Los lipidos han sido considerados clasicamente como elementos estructurales formando
parte fundamental de todas las membranas bioldgicas o bien como metabolitos de reserva
energética. Sin embargo, desde el conocimiento de su accion como moléculas
sefializadoras, comenzaron a realizarse estudios tendientes a determinar sus nuevos roles.-
Mas alla de su clasico papel como segundos mensajeros a partir del fosfatidil inositol,
existen otros casos donde los lipidos no slo actian a nivel estructural y energético.

Un cjemplo es el sistema inmune. Algunos estudios sefialan que el tejido adiposo alrededor
de los nddulos linfaticos interactua con las células linfoides mediando procesos de
inhibicion de proliferacion celular. Esta accion seria dirigida por acidos grasos
poliinsaturados omega 3 que actuarian directamente a nivel génico (Pond y col, 1996) e
inhibirian la produccion de citoquinas, asi como proliferacion de linfocitos (Pompéia y col,
2000). !

Se debe tomar en cuenta que los acidos grasos son capaces de unirse a factores de
transcripcion y de esta forma estimular la expresion de genes (Chawla y col, 2001).

Por otra parte es bien conocida la accion del colesterol como sustrato para la sintesis de
hormonas esteroideas. Ademas de esto, en los ultimos afios se ha descripto la participacion
del colesterol en el sistema nervioso central, promoviendo la sinaptogénesis (Match y col,
2001) y el desarrollo dendritico (Fan y col, 2002).
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Prostaglandinas y lipidos:

Las prostaglandinas son capaces de regular el metabolismo lipidico en diversas células y
organos. En preadipocitos la PGl, (prostaciclina), posee actividad adipogénica. En los
adipocitos la PGE; posee actividad antilipolitica (Vassaux y col, 1992 a y b). Por otra parte
esta misma prostaglandina es capaz de alterar la sintesis de colesterol y la acumulacion de
ésteres de colesterol en macréfagos (Morisaki y col 1986).

Estudios previos en nuestro laboratorio han mostrado efectos de diversos prostanoides
sobre el metabolismo lipidico en tejidos reproductivos. En atero de rata ovarioectomizada
se ha observado un estimulo de la lipolisis mediado por las prostaglandinas E, y F; s
(Gonzalez y col, 1986). Otros estudios realizados también en tejiido uterino mostraron el
efecto antilipolitico de la PGE; (Sterin y col, 1984).

Se ha sefialado asimismo que PGE; es capaz de inhibir la expresion de genes lipogénicos
hepaticos. De esta forma, dicha prostaglandina participaria en el mecanismo inhibitorio de
la sintesis hepatica de lipidos mediada por acidos grasos poliinsaturados de la familia

omega-6 (Mater y col, 1999).

Lipidos y diabetes:

En la patologia diabética se presentan alteraciones en todo el metabolismo intermedio. La
imposibilidad de utilizar glucosa como “combustible” por parte de los tejidos periféricos,
hace que los acidos grasos se conviertan en prioritarios como fuente energética, generando
un aumento de cuerpos cetonicos. Por otra parte la falta de insulina favorece los procesos
catabolicos sobre los anabélicos.

El estudio del perfil de lipidos en plasma de pacientes diabéticos muestra niveles
incrementados de acidos grasos libres, tniglicéridos y colesterol libre.

Adcmads, en estos pacientes se observan alteraciones en los niveles de lipoproteinas
transportadoras de lipidos, en particular en la diabetes tipo II.

En estos pacientes, es caracteristica la alteracion -en los niveles de proteinas séricas

transportadoras dc lipidos. Si bien los estudios son contradictorios, se postula que estas
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alteraciones en los niveles de lipoproteinas se correlacionarian con las obstrucciones
coronarias y las enfermedades cardiacas (Haffner, 1988).

Por otra parte se observan alteraciones en la actividad de las enzimas delta 5 y delta 6
desaturasas, con lo cual se hallan disminuidos los niveles de algunos acidos grasos
(Horrobin, 1989), entre ellos el araquidonico, el cual, segun se mencioné previamente es el
principal sustrato para la sintesis de prostaglandinas.

El sindrome de distrés respiratorio es una complicacion fetal frecuente en la gestacion
diabética, consecuencia de la inmadurez pulmonar inducida por disminucion en lo§ niveles
de lipidos complejos conocidos como surfactantes: lecitina (fosfatidilcolina),
esfingomielina, y apoproteinas relacionadas con estos compuestos (Snyder y col, 1988).
Dichas anomalias también se observan en modelos experimentales de diabetes (Rayani y
col, 1995), en los cuales existirian, ademas, alteraciones en la incorporacion de la colina a
fosfatidilcolina (Marwah y col, 1999).

La transferencia de nutrientes desde la madre permite la nutricion fetal. En relacion a la
transferencia lipidica, los acidos grasos no esterificados son transferidos al embrion de
acuerdo con un gradiente transplacentario que depende de la circulacion placental .y
umbilical, asi como de la captacion embrionaria a través del higado en formacién y de la
lipolisis intraplacentaria de triacilglicéridos maternos. En la diabetes, se ha descripto una
mayor transferencia lipidica hacia el feto en desarrollo provocada por la

hipertrigliceridemia y una alta actividad de lipasas maternas (Thomas, 1987).
Lipidos en el desarrollo embrionario

La participacion de los lipidos a lo largo del desarrollo embrionario ha sido determinada
por diferentes estudios que demuestran que estas moléculas no sdlo cumplen con funciones
de almacenamiento enérgético, sino que ademas son esenciales para procesos de
scializacion celular y para la formacion de estructuras.

Estudios realizados en ovocitos han determinado la importancia metabélica de los
triacilglicéridos favoreciendo su maduracion (Kruip' y col, 1983) y los primeros eventos

posteriores a la fertilizacion (Fleming y Saacke, 1972), contribuyendo a los requerimientos
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energéticos de ambos procesos. También en el desarrollo embrionario preimplantatorio los
triglicéridos serian utilizados para satisfacer las necesidades energéticas durante los
primeros estadios del desarrollo embrionario (Fergurson y Leese, 1999).

En embriones de postimplantacion, se ha estudiado que perturbaciones en la sintesis de
colesterol, utilizando diversos inhibidores de enzimas involucradas en este proceso, dan
lugar a anomalias morfologicas tales como ciclopea, agénesis de la pituitaria y
holoproscencefalia. De hecho el defecto en el ultimo paso de la sintesis de colesterol (falta
de actividad de la enzima 7-dehydrocolesterol-A’-reductasa) es responsable del sindrome de
Smith-Lemli-Optiz. Este se caracteriza por malformaciones asociadas con la
holoproscencefalia que incluyen microcefalia, y ademas trae aparejados defectos en el
corazon, en rifiones, pancrcas y miembros (Salen y col, 1996).

Otros estudios determinaron que la proteina hedgehog (Hh), necesaria para el normal
establecimiento de patrones de diversas estructuras durante el desarrollo, debe sufrir una
reaccion de autoclivaje para su funcionalidad. Este proceso es mediado por su dominio
carboxi-terminal (con actividad colesterol transferasa) que produce un fragmento amino
terminal, al cual se transfiere una molécula de colesterol. Este fragmento asi modificado es
el responsable de la actividad de sefializacion caracteristica de Hh (Porter y col, 1996). Sin
embargo, trabajos posteriores seialan que la modificacion por colesterol de la proteina Hh
no seria necesaria para la transduccion de su sefial, pero si para el trafico apropiado de la
molécula y para la delimitacion espacial de su accion (Lewis y col, 2001; Ingham, 2001).
Por otra parte los triglicéridos, ademas de constituir una fuente energética, resultan ser una
reserva de acidos grasos poliinsaturados de entre 20 y 22 atomos de carbono. Estos son
prefcrencialmente movilizados desde el tejido adiposo hacia el sistema nervioso en
formacion, basicamente hacia el cerebro, para integrarse a los fosfolipidos de membrana de
éste organo (Speake y col, 1997). Otros estudios han determinado que la actividad acido
graso sintetasa, resulta ser fundamental para el desarrollo axonal durante la diferenciacion
del sistema nervioso embrionario. Esta enzima ademas de sintetizar acidos grasos,
modificaria covalentemente proteinas necesarias para el desarrollo neuranal por

esterificacion con acidos grasos (Ueno, 2000).
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Se ha asignado un papel de importancia al saco vitelino, como Organo de sintesis y
secrecion de lipoproteinas que transportan al embnon nutnentes lipidicos provenientes de
la madre. De hecho, embriones de roedores, dobles mutantes recesivos para apolipoproteina
B (Farese y col, 1996), y proteina microsomal transportadora de triglicéridos (Raabe y col,
1998), mueren durante el periodo de organogénesis. En estos embriones se observan
anomalias en tubo neural, tales como la falta de cierre del neuroporo anterior o exencefalia.
Si bien, no se define precisamente la causa de estas anomalias se postula que éstas aparecen
a consecuencia de la falla en el transporte de lipidos al embrion, necesanos tanto para la
formacion de membranas celulares del cerebro como para las necesidades energéticas de
las neuronas en desarrollo.

Trabajos realizados sobre la sintesis de fosfolipidos, en particular fosfatidilcolina, han
demostrado la importancia de la sintesis enddgena de estos lipidos por parte del embrion y
del saco vitelino. Ademas el tratamiento con inhibidores de la captacion de colina, o de su
metabolismo genera anomalias en el tubo neural en formacion, indicando la importancia de
la sintesis de fosfatidilcolina durante la organogénesis temprana (Fisher y col, 2001 y
2002).

A pesar de la importancia del metabolismo lipidico durante el desarrollo embrionario y del
conocimiento de las anomalias del metabolismo lipidico asociadas a la patologia
diabética, no se conocen estudios previos que evalien la existencia de alteraciones del
metabolismo de lipidos en el embrion de madre diabética, y forma parte del presente
trabajo la evaluacion del metabolismo lipidico y su modulacion en embriones de rata sana

y diabética durante la organogénesis.

Factores de transcripcion relacionados con el metabolismo de lipidos.

Los receptores nucleares actian como factores de transcripcion activados por ligandos, y
regulan la expresion de genes blanco afectando procesos diversos tales como la

reproduccion, el desarrollo y el metabolismo general (Chawla y col, 2001). Estas proteinas

pertenecen a una superfamilia (Maglich y col, 2001) que incluye a los clasicos receptores
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enddcrinos que median la accion de hormonas esteroideas y vitaminas liposolubles, entre
otros, y un gran nimero de receptores nuclearcs que se denominaron receptores nucleares
huérfanos, puesto que sus ligandos, genes blanco y funcién fisiologica era desconocida
hasta hace poco tiempo (Giguere, 1999). Algunos de estos receptores, ahora son conocidos
como “huérfanos adoptados™, ya que se han identificado sus ligandos fisiologicos. Estos
receptores actian como heterodimeros relacionandose con el receptor 9 cis acido retinoico.
A diferencia de los receptores de hormonas esteroideas, éstos responden a lipidos obtenidos
de la dieta. Se postula que actuarian como sensores y activarian cascadas metabdlicas, con
el fin de mantener la homeostasis lipidica mediante la activacion de genes involucrados en
el metabolismo de liptdos y en los procesos de reserva, transporte y eliminacion de dichos
metabolitos. Los miembros de este grupo incluyen a los receptores para oxiesteroles
(LXRs), acidos biliares (FXR), xenobidticos (SXR, PXR, CAR) y acidos grasos, conocidos
como PPARs o “receptores activados por factores de proliferacion peroxisomal” (Chawla y
col, 2001). Su nombre se debe a que estos han sido identificados debido a la capacidad, en
particular de la isofirma PPARa, de inducir la proliferacion de peroxisomas.

Se han identificado tres subtipos diferentes de PPARs, estos son alfa, beta o delta y gamma.
Cada uno de ellos posee un patron propio de expresion tisular. PPAR a es expresado en
grasa parda, higado, rifion, corazén y musculo esquelético. PPARY se expresa en tejido
adiposo pardo y blanco, asi como en el colon, por el contrario la expresion de PRARP es
ubicua (Braissant y col, 1996).

En cuanto a sus ligandos, los acidos grasos poliinsaturados activan las tres isoformas de
PPARs, aunque con diferente afinidad. Diversos eicosanoides son agonistas naturales de
PPARy (15dPGJ;), PPARP/S (PGl, y PGA,) y PPARa (LTB.). Entre los ligandos
sintéticos, las drogas antidiabéticas tiazolidinedionas son agonistas farmacolééicos de
PPARgamma y los fibratos, drogas hipolipemiantes, lo son de PPARalfa (Forman y col,
1997 Kersten y Wahli, 2000).

Los genes blanco de estos PPARs estan involucrados en diferentes aspectos del
metabolismo lipidico y la homeostasis (Kliewer y col, 2001). Cada uno de estos factores de
transcripcion posee roles bien definidos, excepto ‘PPARP/S. El receptor PPARa esta

asociado a la eliminacion del exceso de acidos grasos por via del catabolismo, incluyendo
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la estimulacion de los peroxisomas hepéticos y oxidasas de acidos grasos (Pineda y col,
1999). PPARy esta implicado en la regulacion de la adipogénesis asi como en algunos
aspcctos del transporte de lipidos en adipocitos y macrofagos (Tontonoz y col, 1994; Barak
y col, 1999; Chawla y col, 2001).

Ha sido dificil establecer la funcion del factor de trancripcion PPARP/S, debido a su
distribucidn ubicua en los diversos tejidos y a la dificultad para obtener mutantes recesivos
para este gen. Sin embargo, existen estudios que sefialan que la activacion de PPARB/S
parece modular la diferenciacion de adipocitos a través de la induccion del PPARy (Bastie
y col, 1999), la actividad acil-CoA sintetasa en agregados celulares cerebrales (Basu-
Modak y col, 1999), la diferenciacion de la epidermis (Mansura y col, 1999), la
implantacidn embrionaria (Lim y col, 1999), la placentacion y el desarrollo de cancer de
colon. (Barak y col, 2001).

Estudios realizados en raton (Kliewer y col, 1994), rata (Braissant y col, 1998) y humanos
(Huin y col, 2000) han demostrado la presencia de PPARs a lo largo del desarrolio
embrionario, en un patron espacio temporal propio para cada receptor nuclear. Segun estos
estudios, PPARP/S es el primero en expresarse durante la organogénesis temprana, en los
primeros estadios de la ncurulacion. La expresion de PPARa y PPARy comienza en un
estadio posterior al cierre del tubo neural (entre los dias 13 y 14 de gestacion). En todos los
casos se detecto la presencia de estos receptores en sistema nervioso, siendo PPARP/S la
isoforma mas abundante en este sistema. A medida que progresa el desarrolio embrionario
las distintas isoformas son circunscriptas a areas mas definidas como el tracto digestivo
(PPARQ) y el tejido adiposo pardo (PPARy). En contraposicion PPARP/S se expresa en
casi todos los tejidos, manteniendo alta su expresidon en el tejido nervioso. Estudios
realizados en el tracto digestivo de embriones humanos determinaron la expresion de las

tres 1soformas de los receptores a partir de la,séptirpa semana de gestacion.
H 3 . .
1

Ly . t
. Lt v , .
La obtencién de dobles mutantes recesivds para las tres isoformas ha mostrado diferentes

fenotipos. El raton doble mutante recesivo para PPARa se desarrolla normaimente, es fértil
y el fenotipo adulto no parece diferir del tipo salvaje, aunque poseen alteraciones en el
metabolismo lipidico, particularmente en la oxidacion de los acidos grasos. Por otra parte,

los resultados obtenidos con los ratones doble mutantes recesivos para PPARB/& muestran
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que la falla de dicho gen es letal, postulando que este factor de transcripcion es necesario
para la implantacion del embrién (Lim y col, 1999; Barak y col, 2002). Cuando el gen se
anula parcialmente sc obtiene un mutante que se caracteriza por su bajo peso, disminucion
de masa de tejido adiposo, y alteraciones en la mielinizacion del cuerpo calloso (Peters y
col, 2000). Estudios realizados con ratones deficientes en PPARPB/6 muestran letalidad,
producto de alteraciones durante la placentacion en la interfase placento-decidual (Earak y
col, 2002).

En cuanto a los mutantes recesivos para el gen de PPARy, estos manifiestan un claro
retraso en el crecimiento y mueren a mediados de gestacién, por fallas en la placentacion. A
diferencia de los mutantes de PPARP/S, la falla se produce en la diferenciaciéon del
laberinto trofoblastico. La red de capilares cmbridnicos en esta zona de la placenta se
desarrolla en forma incompleta, observandose conglomerados de células anormales y
presencia de exudados fibrinoides. Otra anomalia morfologica que se presenta es a nivel del
corazon, donde se produce adelgazamiento de la pared miocardica y falta de trabeculacion.
Por otra parte la diferenciacion de los fibroblastos embrionarios a adipocitos se halla
sensiblemente disminuida (Kubota y col, 1999).

Dado que se estudian en este trabajo de tesis las anomalias de desarrollo y metabolismo
lipidico en el embrion diabético durante la organogénesis, se considero de interés iniciar
el analisis de la expresion de estos factores de transcripcion nuclear, y el estudio de la
participacion de sus agonistas en la modulacion del metabolismo lipidico del embrion de

rata sana y diabética.

Sobre la base de los antecedentes mencionados previamente se plantean las siguientes

hipotesis y objetivos de trabajo:
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Objetivos e Hipotesis de Ttrahajo

OBJETIVO GENERAL

% Dilucidar mecanismos involucrados en la aparicion de malformaciones congénitas

inducidas por la patologia diabética, estableciendo dentro de esos mecanismos la

funcién moduladora de endotelina-1, 6xido nitrico, prostaglandinas E;y 15dPGJ; en el

desarrollo, crecimiento y metabolismo del embrion de rata diabética durante la

organogénesis temprana.

HIPOTESIS DE TRABAJO

LJ
C..

El entomo diabético altera parametros morfoldgicos y fisiologicos del embridn
durante la organogénesis temprana en forma dependiente de la severidad de la
patologia

En el embrion de rata diabética existen alteraciones en los niveles de endotelina-1,
NO y PGE,. Los niveles de estos agentes vasoactivos se modulan entre si
condicionando el normal desarrollo embrionario. En el embrién de rata diabética
existen alteraciones en estos mecanismos regulatorios, que dan lugar a anomalias en
los niveles de estos agentes y consecuentemente afectan el desarrollo y crecimiento
embrionario en esta patologia.

Existen anomalias en el metabolismo lipidico del embrion de rata diabética. Los
prostanoides PGE; y 15dPGJ; modulan el metabolismo lipidico embrionario, y sus
niveles alterados afectan el metabolismo de los lipidos en el embrion de rata
diabética, afectando en consecuencia su desarrollo y crecimiento.

Existen anomalias en la expresion de los factores de transcripcion PPARs que
inducen alteraciones en el metabolismo lipidico embrionario y consecuentemente

afectan el desarrollo y crecimiento del embrion diabético.
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Con cl objeto de evaluar estas hipotesis de trabajo se proponen los siguientes:

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar en embriones de rata sana, diabética tipo 1 y diabética tipo II durante la

organogénesis temprana:

El desarrollo y crecimiento del embridn sano y diabético y el efecto directo de un
entorno anomalo en el desarrollo del embrion de rata sana

Los niveles, la produccion, la liberacion y el transporte de PGE; en embriones de
ratas sanas y diabéticas.

La expresion embrionaria de las proteinas COX 1y COX Il

La produccion de NO y su capacidad modulatoria sobre la sintesis de PGE,
embrionaria

Los niveles de endotelinas y su capactdad modulatoria sobre la produccion de NO y
la produccion de PGE; embrionaria

la sintesis y niveles de 15dPGJ; en el embridn de rata sana y diabética

el perfil y los niveles de diferentes especies de lipidos en el embrién de rata sana y
diabética

los efectos de PGE; y 15dPGJ, sobre la masa y la sintesis de novo de lipidos polares
y neutros embrionarios a partir de diferentes sustratos.

la expresion embrionaria de los factores de transcripcion PPAR y y PPARP/S
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MATERIALES Y METODOS

“* MATERIALES:

Drogas: Estreptozotocina (Sigma); PGE; (Sigma); Bosentan (Donacion Dr Martin Clozel,
Actelion Ltd, Allachwill, Suiza); N®-monomethyl-L-arginina (L-NMMA) (Sigma);
endotelina-1; 15 deoxi A'*"' protaglandina J. bisfenol-A-diglidicil-eter BADGE) (Sigma);
espermine NONOato (Cayman); 3-morfolino-sidnomino-hidroclorido (SIN-1) (Cayman);
troglitazona (Biomol).

Antibioticos: penicilina, estreptomicina (Sigma).

Radioactives:[1,2''Cl-acido acético (sal de sodio), ['‘C]-acido oleico (Amersham). [*H]-
PGE,, [“CJ sacarosa (New England Nuclear Dupont).

Lstandares de: fosfatidil colina, fofatidil etanolamina, esfingomielina, fosfatidil inositol,

triacilglicerol, acidos grasos, ésteres de colesterol y colesterol (Doosan Serdary Research
Laboratories).

Solventes: metanol, cloroformo, hexano, éter etilico acido sulfurico y acido acético
(Merck).

l2quipos: determinacion enzimatica de triglicéridos en plasma (Wiener Lab); determinacion
de nitratos/nitritos (Cayman Chemical Co.); determinacion de endotelina-1; determinacion

1214

de 15 deoxy delta = protaglandina J, (Assay Designs Inc).

Reactivos para _geles: poliacrilamida, bisacrilamida  (Biorad), N,N,N’ N’-

Tetrametiletildiamina TEMED (Biorad), persulfato de amonio (Biorad), glicerol (Biopack)
Anticuerpos primarios anti PPARY, PPARB, COX 1y COX|II (Santa Cruz); anticuerpo anti
PGE; (Sigma). Todos obtenidos de suero de conejo.

Anticuerpos secundarios anti 1gG de conejo conjugados con peroxidasa de rabano picante;

anti IgG de conejo y biotinilado (Santa Cruz).

Revelado_de _membranas: solucion para revelado por quimioluminiscencia (Pierce),

Solucion para revelado por la técnica del complejo avidina-biotina (Dako).
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Qtros:

columnas sep-pack C18;

complejo avidina peroxidasa (Dako);

tetra acetato de etilendiamina (EDTA) (Sigma),
marcadores de peso molecular (Amersham) (Biorad);
inhibidores de proteasas (Sigma);

placas radiograficas X-Omat AR (Kodak);

buffer citrato (Sigma);

buffer Goods (Wiener Lab);

H,0 de cultivo (Sigma):

tiras reactivas Glucostix (Bayer);

placas de silica gel 60 para cromatografia en capa delgada (Merck);
reactivo de Bradford (Biorad),

acido triﬂuoroacético (Baker):

Aquasol ®(Packard);

liquido de centelleo (Wallac Scintillation Products);

membranas de nitrocelulosa (Sigma)

“ ANIMALES:

Ratas albinas de la cepa Wistar, criadas en el bioterio del CEFYBO, alimentadas con purina

y agua ad libitrum. Los animales fueron sometidos a un ritmo de luz oscuridad 12: 12 horas,

en ambiente climatizado a temperatura constante de 22 ° C.

< SOLUCIONES:

Medio KREBS Ringer Bicarbonato (KRBY: (en mM) 11 glucosa, 145 Na*, 2.2 Ca’, 1.2

Mg*, 127 CI, 25 HCOx, 1.2 SOF, 1.2 PO
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TYRODES: (Concentraciones en gramos por litros, salvo expresa aclaracion) 8 NaCl, 0.2
KCl, 0.1 MgCl.6 H,0, 0.056 Nal,PQ, , 0.051 CaCl.2 H;0, 1 Glucosa, | Nal-lCOs, 10
mg/l Rojo fenol, 100 pg/l Estreptomicina, 64 pg/l Penicilina

PBS: (concentracion en g/l) 7.75 NaCl, 1.50 K5HPOQs, 0.2 KH2POs.

CLORUROQ FERRICQ: 250 mg de Cloruro Férrico, 25 ml de Acido Acético, 25 ml de
Acido Sulfurico, 450 ml de H,O destilada

TRIS: Trizma base 6.16 g/l pH 7.4.

GEL DE RESOLUCION: 4.2 ml Acrilamida 30%/Bisacrilamida 0.8%, 2.5 mITris-Cl (pH
88) 1.5 M!, 3.3 ml agua destilada, 100 pl SDS 10%, 8 nITEMED, 100 pul Persulfato de
Amonio 10%.

GEL DE APILAMIENTO: 0.65 ml Acrilamida 30%/Bisacrilamida 0.8%, 1.25 ml Tris-Cl
(pH 6.8) 0.5 M, 3 ml agua destilada, 50 ul SDS 10%, 5 pl TEMED, 50 ul Persulfato de

Amonio 10%.

BUFFER DE LISIS: (concentraciones finales) Tris-HC] 25 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, SDS

0.1 %, Inhibidores de proteasas 1%

BUFFER MUESTRA: 0.152 g Tris-HCI, 0.4 g SDS, 3 ml Glicerol, 0.2 mg Azul de
Bromofenol , 1 ml B-Mercaptoetanol, 16 ml H;O destilada. (pH 6.8 final)

BUFFER DE CORRIDA: (Concentracion en g/l) 3.025 Tris, 14.41 Glicina, 1 SDS
BUFFER DE TRANSFERENCIA: (Concentracion en g/l, salvo aclaracion) 14.16 glicina,
3.03 Trs, 200 ml Metanol, 800 ml H,0 destilada.
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© METODOS:

Modclos experimentales de Diabetes

= Diabgtes Tipo |

Hembras adultas con pesos entre 230 y 260 g, fueron inyectadas con 60 mg/kg de
estreptozotocina 1.p.. El estado diabético fue confirmado por la determinacion de los niveles
de glucosa en sangre mediante la utilizacion de tiras reactivas. Estos valores resultaron ser

superiores 3 300 mg/dl tres dias después de la inyeccion. Animales con valores de glucemia

menores, no fueron incluidos en los estudios posteriores.

= Diabetes Tipo 11

Neonatos de dos dias de edad fueron inyectados en forma subcutanea con 100 mg/kg de
estreptozotocina, segun la técnica descripta por Portha y colaboradores (Portha y col,
1979). El estado diabético se confirmé en los animales adultos mediante curvas de
tolerancia a la glucosa (Maloff y Boyd, 1986). Solo se utilizaron aquellos animales cuyos
valores de glucemia fueron superiores a 180 mg/dl 120 minutos después de la
administracion de 1.5 g/kg de glucosa i.p. Mas del 90% de los animales tratados al nacer
presentaron intolerancia a la glucosa. Es de destacar que en animales sanos (no diabéticos)
los niveles de glucemia a los 120 minutos posteriores a la administracion de glucosa fueron

similares a los basales (inferiores a 90 mg/dl).
Hembras sanas y diabéticas tipo 1 y tipo Il fueron apareadas con machos sanos. El apareo

fue confirmado por la presencia de espermatozoides en el extendido vaginal a la mafiana

del dia siguiente, designado como dia 0.5 de prefiez.

49



Materiales y Métodos

Determinaciones séricas

=> Determinacion de niveles de glucosa sanguinea

Para evaluar los niveles de glucemias maternas se utilizaron tiras reactivas comerciales. Las
muestras de sangre se obtuvieron de la vena central ubicada en la cola de los animales. Con
el fin de obtener un valor preciso de la glucemia se utiliz6 un lector adaptado especialmente

a dichas tiras reactivas.

= Obtencion de sueros

Animales prefiados fueron adormecidos con éter. Luego de realizar una laparatomia se
penetro en la cavidad abdominal y se localizd la vena abdominal, de la cual se extrajo
sangre. Inmediatamente ésta fue centrifugada dos veces a 3000 rpm con el objeto de
precipitar eritrocitos y otros elementos figurados, tales como plaquetas y leucocitos. Una
vez obtenido el suero, éste fue almacenado a —70°C hasta el momento de uso. Puesto que
este suero seria utilizado para el cultivo de embriones, la centrifugacion fue realizada
rapidamente con el fin de evitar la formacion de sustancias embriotoxicas (Cockroft, 1990).
En aquellos casos donde el sucro fue utilizado sélo para determinaciones séricas, después
dec obtener la sangre se permitid la coagulacion espontanea, a 37° C y posteriormente se

procedio a la centrifugacion.
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=> Determinacion de Triacilglicéridos .

L.os niveles de triacilglicéridos matcros fueron determinados en suero utilizando un equipo
comercial. A la muestra se le agrego reactivo de trabajo, consistente en una mezcla de
buffer Goods con las enzimas lipoproteina lipasa, glicerol quinasa, glicerol fosfato oxidasa,
peroxidasa y los compuestos adenosina trifosfato y 4-aminofenazona. Despuén; de 15
minutos a temperatura ambiente, y como resultado de una serie de reacciones que

involucran la liberacion del glicerol presente en los triacilglicéridos, su fosforilacion y la
formacién de H,O,, se obtuvo un producto coloreado (quinonimina), en forma proporcional
al contenido de triacilgliceridos presentes en la muestra. La densidad optica del producto
colorcado fue cuantificada a 505 nm en espectrofotometro. La concentracion de
triacilglicéridos fue determinada por comparacidon con un estindar de concentracion

conocida, evaluado en el mismo ensayo.

Determinaciones embrionarias:

=> Incubaciones embrionarias

En el dia 10.5 de preiiez, los animales fueron sacrificados por adormecimiento con éter y
posterior dislocacion cervical. El Gtero completo fue removido y colocado en placa de Petri,
con solucion KRB. Bajo lupa y con ayuda de pinzas apropiadas, se separd la decidua
materna y cuidadosamente se libero de la misma al embrién rodeado por las membranas de
Reichert, el saco vitelino y el amnios. Los embriones fueron separados de dichas
membranas y evaluados morfolégicamente en los siguientes aspectos: latido cardiaco,
numero dc somitas, estado de rotacion axial y presencia de anomalias morfoldgicas.
Embriones en estadios de reabsorcion fueron considerados como reabsorbidos, y no se

incluyeron en posteriores andlisis. Los embriones fueron sometidos a diferentes
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tratamientos, y proccsados para realizar las decterminaciones que se describen a

continuacion.
= Determinacion de Proteinas embrionarias

La determinacion de proteinas fue realizada segun la técnica descripta por Bradford
(Bradford, 1976). Una alicuota de homogenato embrionario, obtenido por sonicacion
durante 10”, fue diluida en solucion salina, a la cual se le agrego reactivo de trabajo. Luego
de agitar cada tubo y esperar 5 minutos, se determind la densidad dptica en cada muestra a
595 nm en espectrofotometro. En paralelo se realizd una curva estandar de seroalbimina
bovina con objecto de determinar la concentracion de proteinas en cada muestra,

Cabe aclarar que desde el punto de vista del analisis morfoldgico, el contenido proteico fue
considerado como indice de crecimiento embrionario. Los resultados se expresaron en pg

de proteina/embrion.
= Determinacion del contenido embrionario de ET-1

Cuatro embriones por muestra fueron incubados en tubos conteniendo 2 ml de medio KRB
durante 60 minutos, bajo atmosfera de carbogeno (5% de CO, en 95 % de O;) a 37° C con
agitacion. Segun correspondiera se agregd L-NMMA (300, 600 y 1000 pM), inhibidor de la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa, o spermine NONOQate (300 uM), dador de
oxido nitrico. Finalizada la incubacion los embriones fueron homogeneizados con
sonicador en 250 pl de acido acético 6%. La extraccion clie endotelinas presentes en las
muestras se realizo en columnas Sep-Pack C18, pretrétadas con metanol y agua
acidificada a pH 3. Luego de ser sometidas a un lavado con acido trifluoroacético (TFA) al
0.1%, las columnas fueron tratadas con una mezcla de solventes consistente en
metanol/agua/TFA (90:10:0.1), que eluyo su contenido de endotelinas. Posteriormente los
eluidos fueron evaporados en atmosfera de nitrogeno y conservados a —70° C hasta la
realizacién del enzimoinmunoensayo para la cuantif;cacién de ET-1. Para esto se utilizé un

equipo comercial. El principio aplicado en esta determinacion es la técnica del sandwich de
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doble anticuerpo. Cada pozo esta recubierto por anticuerpo anti endotelina 1 y proteinas
bloqueantes. Este anticuerpo fija ET-1 de las muestras y estandares. Un segundo
anticuerpo se une a otro epitope de la molécula de endotelina. Este segundo anticuerpo esta

conjugado con acetilcolinesterasa Fab. La concentracion de ET-1 es equivalenfe ala
actividad de la acetilcolinesterasa, que por adicion del reactivo de Ellman, que contiene
acetil colina (sustrato de la enzima) y 5,5’-ditio-bis-(2-acido nitrobenzoico), produce un
producto coloreado que puede ser medido por espectrofotometria. La intensidad de color es
directamente proporcional a la cantidad de conjugado unido y este a su vez es proporcional
a la concentracion de ET-1.

La especificidad para la forma procesada de la ET-1 es del 100%, mientras que la afinidad
por los precursorcs preproendotelina y proendotelina es menor al 0.01%. Los coeficientes
de variacion intraensayo e interensayo fueron menores al 10%. Los porcentajes de afinidad
por ET2 y ET3, fueron menores al 3%.

Los resultados se expresaron en pg/mg de proteina.

= Determinacion de PGl embrionaria

Para cvaluar la liberacion de PGE, al medio de incubacion, cuatro embriones fueron
incubados en tubos conteniendo 2 mi de medio KRB durante 60 minutos, bajo atmosfera
de carbogeno a 37 °C con agitacion. Se agregd segun cormrespondiera ET-1 (107 M),
Bosentan (antagonista de los receptores ETA y ETB, 107 M), L-NMMA (inhibidor de la
oxido nitrico sintasa, 300 uM), SIN-1 (dador de oxido nitrico, 300 uM) o SOD (enzima
removedora de radicales libres, 1000 U/ml). Finalizada la incubacion, el medio fue
acidificado a pH 3.5 con acido clorhidrico IN y las prostaglandinas fueron extraidas tres
veces con acetato de etilo. Posteriormente el extracto fue evaporado bajo atmosfera de
nitrégeno a temperatura ambiente y conservado a -70°C hasta la cuantificacion del

prostanoide por radioinmunoensayo (RIA).
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Para la determinacion del contenido de PGE; embrionaria, los embriones fueron
homogeneizados con sonicadar en solucion PBS, durante 10 segundos. Una alicuota del
homogenato fue destinada a la determinacion de proteinas por el método de Bradford. Las
prostaglandinas fueron extraidas con 1 ml de etanol absoluto. El extracto fue e\}aporado
bajo atmosfera de nitrdgeno a temperatura ambiente, y conservado a —70 ° C hasta la

realizacion del radioinmunoensayo
Radioinmunoensayo para determinacion de PGE;

El RIA fue realizado por desplazamiento de union de la prostaglandina presente en la
muestra con ''C-prostaglandina E; exégena, reconocida mediante anti PGE-BSA como
agente inmunogénico, en condiciones previamente establecidas (Faletti y col, 1995). La
dilucién final del anticuerpo fue de 1:70. Los residuos extraidos y los react_ivos se
reconstituyeron en solucion PBS 0.01 M (pH 7.4), adicionada con 0.15 % de NaCl, 0.1 %
de BSAy 0.1 % de azida sodica.

La sensibilidad del ensayo fue de 10 pg por tubo. Los coeficientes de variacion intra e inter
ensayo fueron de 8.2 y 12 % respectivamente. Las curvas de desplazamiento de unién
dicron un coeficiente de entre 0.995 y 0.999. Los resultados se expresaron en pg de PGEy/

ng de proteina.
= Iwvaluacion del transporte de “'H-I’G[L‘z,
Incorporacion de ‘H- PG

Seis embriones fueron incubados en presencia de 1.5 nM de *H-PGE; (actividad especifica:
3.7 TBq nM) en 2 ml de KRB a 37° C, con agitacion y bajo atmoésfera de carbageno. Estas
incubaciones sc realizaron durante diferentes periodos de tiempo (5 a 100 minutos).
Finalizada la incubacion los embriones fueron lavados con solucion KRB con el objeto de
eliminar la radioactividad no incorporada. Los embriones fueron luego disueltos en

Aquasol, y la radioactividad contenida en el solvente fue posteriormente cuantificada en
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contador de centelleo liquido. Los resultados fueron referidos a la radioactividad presente
. . c . . iye 14

en el medio de incubacion. Similares experimentos utilizando "C sacarosa (marcador

extracelular de peso molecular comparable a las prostaglandinas), fueron realizados como

control. Los resultados se expresaron como fmoles de “H-PGEz/mg de proteina.
Liberacion de "H- PGIEs:

Seis embriones fueron incubados en presencia de 1.5 nM de *H-PGE; (actividad especifica:
3.7 TBq nM) en 2 ml de KRB durante 60 minutos a 37° C, con agitacion y bajo atmosfera
de carbogeno. Luego de este periodo los embriones fueron rapidamente lavados en KRB,
transferidos a tubos conteniendo 2 ml de medio fresco, e incubados par periados de 0, S,
10, 15, 20, y 30 minutos respectivamente. Al final de la incubacion los embriones fueron
transferidos a viales conteniendo Aquasol. La radioactividad fue cuantificada mediante un
contador de centelleo liquido. Los resultados se expresaron como % de *H-PGE,

remanente/mg de proteina.
= Determinacion de nitratos/nitritos embrionarios

Se evaluaron los niveles de nitratos/nitritos, indice de la produccion de 6xida nitrico. Con
dicho fin, cuatro embriones fueron incubados en tubos conteniendo 2 m] de medio KRB
durante 60 minutos, bajo atmodsfera de carbogeno a 37 °C con agitacion. Se agregd segun
correspondiera ET-1 (10”7 M) o Bosentan (107 M). Luego de la incubacién los embriones
fueron homogenetzados con sonicador en 250 pl de solucion Tris 100 mM pH 7.4. Una
alicuota fue separada para la determinacion de proteinas plor el método de Bradford. y el
resto del homogenato fue utilizado para la determinacion de la concentraciéon de
nitratos/nitritos mediante un equipo comercial que permite la cuantificacion de estos
compuestos, productos cstables de metabolizacion del NO. Esta determinacion implica la
previa reduccion enzimatica de los nitratos presentes cn la muestra por accion de la enzima
nitrato reductasa, y la posterior cuantificacion de los nitritos como azo-compuestos

coloreados, mediante el reactivo de Griess (Green y col, 1982). Este producto cromogénico
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fuc determinado por densidad optica a 540 nm en un lector de placas, utilizando curvas de
NaNO: y NaNQO; como estandares.
El coeficiente de variacion intraensayo e interensayo fue del 7 y el 5% respectivamente.

Los resultados sc expresaron como nmoles de nitratos/nitritos/ mg de proteinas.

=> Analisis de masa v sintesis de lipidos

Determinacion de la masa lipidica _embrionaria

Cuatro embriones fucron incubados durante tres horas bajo atmosfera de carbogeno a 37 °C
con agitacion, en 0.5 ml de KRB, con o sin agregado de PGE; (107 M) o 15dPGJ, (2.10°
M) segun correspondiera. Luego de la incubacion, los embriones fueron conservados

a -70°C hasta la extraccion de lipidos.
I'xtraccion de lipidos y cromatografia en capa delgada.

El total de lipidos fue extraido segin el método descripto por Blight y Dyer (Blight y Dyer,
1959). Las muestras fueron sonicadas en 250 pl de PBS; una alicuota fue separad:ci para la
determinacion de proteinas. El resto fue extraido dos veces con 3.5 ml de metanol:
cloroformo 2: 1. El volumen total del extracto fue particionado con el agregado de 1 ml de
H,0 y 1 ml de cloroformo. Obtenidas dos fases se procedié a eliminar la fase acuosa. La
fase cloroférmica fue evaporada a sequedad en equipo concentrador. Una vez evaporadas

]
las muestras fueron reconstituidas en metanol:cloroformo 2:1 v/v.

La resolucion de las diferentes especies lipidicas se realizo mediante cromatografia en capa
dclgada. Antes de proceder a la siembra de las muestras, las placas fueron lavadas con
acctona y activadas durante una hora a 100 °C.

Para el desarrollo de las placas se utilizaron diferentes sistemas de solventes, segun la

polaridad de los lipidos a resolver. Para la resolucion de los lipidos neutros el sistema

56



Materiales y Métodos

utilizado fue hexano: éter etilico: acido acético (80:20:2 v/v/v). En el caso de los lipidos
polares el sistema utilizado fue cloroformo: metanol: acido acético: agua (50:37.5:3.5:1.5
v/vivIv). Las placas fueron desarrolladas en oscuridad debido al método utilizado para el

revelado de las mismas.
Rewvelado de las placas

Una vez desarrolladas las placas, se las seco bajo atmosfera de nitrogeno. La deteccion de
los lipidos se realizd cuantificando su emision fluorescente, para lo cual se agregd
previamente 200 pM de DPH (1,6 difenil hexatrieno) al sistema de solventes de corrida
(Igal y col, 1993). Este fluorocromo insoluble en agua particiona en medio hidrofobico
uniéndose a las diferentes especies lipidicas. Las manchas fluorescentes fueron detectadas
con luz UV y fotografiadas con una camara acoplada a un sistema analizador de imagenes
(Kodak DS120). En forma paralela, las placas fueron reveladas con vapores de yodo. Las
placas fueron colocadas en cubas conteniendo yodo sélido, durante una hora. El yodo
interacciona con los compuestos hidrofobicos, lo cual se manifiesta por la aparicion de
manchas marrones en aquellos sitios de la placa donde se encuentran los lipidos. En el caso
de las especies colesterol y ésteres de colesterol, se realizo ademas de lo descripto
previamente, otro tipo de revelado a través de una tincidon especifica con solucidén de
cloruro férrico. Para esto las placas fueron sumergidas en la solucidon y rapidamente
rctiradas de la misma. Eliminado el exceso de liquido las placas fueron colocadas en estufa
a temperatura de 100°C. La aparicién de manchas violaceas indico la presencia de especies
lipidicas con contenido de colesterol.

A continuacion del revelado con vapores de yodo o con cloruro férrico, se realizo el
registro digital de las placas a través de un escaner. Las imagenes asi obtenidas fueron

utilizadas posteriormente para el analisis de la masa de lipidos.
Cuantificacion de la masa de lipidos

Las especies lipidicas fueron cuantificadas mediante €l analisis de la intensidad y el area de

las bandas por parte del programa KDS120. Estos datos fueron comparados con los
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obtenidos a partir de los estandares de contenido y concentraciéon conocida, sembrados en
paralelo en la misma placa. Los resultados se expresaron como pg de lipidos/mg de

proteina.

Sintesis de lipidos a partir de (razadores radioactivos

A fin de evaluar la sintesis de lipidos a partir de acidos grasos sintetizados de novo o de
precursores de la sintesis de colesterol, muestras constituidas por cuatro embriones, fueron
incubadas durante tres horas bajo atmosfera de carbégeno a 37°C con agitacion, en 0.5 ml
de KRB, con el agregado de ''C acetato de sodio (1.2 pCi/ml) como trazador. Ademas, en
las mucstras que correspondiera se adicioné: PGE; (107 M), 15dPGJ, (2.10°,2.107, 2.10*
M), BADGE (10 M) o troglitazona (45 uM). Finalizado el periodo de incubacion los
embriones fueron lavados con KRB para eliminar la radioactividad remanente y fueron
conservados a —70 °C, hasta la extraccion de lipidos. Como control de la radioactividad
agregada se tomo una alicuota del medio al inicio y finalizacion del periodo de incubacion.
Algunas muestras fueron incubadas en presencia de '‘C-oleato (0.5 pCi/ml), con el fin de
evaluar la incorporacion del acido graso a glicerolipidos. Si bien el procedimiento fue
similar al descripto previamente, se utiliz6 como medio de incubacion PBS adicionado con
albamina al 0.05% con el objcto de solubilizar al acido graso y facilitar su incorporacién al
tejido embrionario.

Previamente a la separacion de las distintas especies lipidicas, se determiné en contador de
centelleo liquido la actividad presente en el extracto, indice de sintesis de lipidos totales.
Los lipidos fueron extraidos y resueltos por cromatografia en capa delgada tal como se
detallara previamente. Todas las placas se corrieron en preseﬁcia de estandares.
Posteriormente, las placas fueron reveladas en presencia de vapores de yodo, con el objeto
de delimitar las areas correspondientes a las diferentes especies lipidicas a evaluar.
Finalmente las zonas radioactivas fueron recuperadas de las placas por raspado y colocadas
en viales. El producto de raspado fue resuspendido en una mezcla de metanol: H;0O, 1:1 v/v
y se le adicioné liquido de centelleo para cuantificacion de la radioactividad en con;ador de

centelleo liquido. Los resultados fueron expresados como dpm/pg de proteina.
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=> Determinacion de niveles y produccion embrionaria de 15dP°GJ,

Cuatro embriones fucron incubados en medio KRB bajo atmésfera de carbogeno a 37°C
con agitacion durante sesenta minutos. Finalizada la incubacion se pracedid a la extraccion
de prostaglandinas del embrion y del medio de incubacion embrionario, segun se explico
en forma previa.

Para la determinacion de los niveles de 15dPGlJ; se utilizd un equipo comercial. El analisis
fue realizado por inmunoensayo competitivo. El equipo utiliza un anticuerpo policlonal que
se une en forma competitiva a la 15dPGJ; presente en la muestra y en los estandares, o a
una molécula de fosfatasa alcalina que posee unida covalentemente una molécula de
15dPGJa. Lucgo de los tiempos requeridos de incubacién con los reactivos y sustrato, se
deticne la reaccion enzimatica. Como resuitado de la reaccion, se genera un producto
coloreado cuya intensidad es determinada en lector de placa a 405 nm. La intensidad del
color es inversamente proporcional a la concentracion de 15dPGJ, presente en la muestra y

estandares. Los resultados fueron expresados como pg de 15dPGJ»/pg de proteina.
= Cultivo de embriones

Con cl objeto de cvaluar los cfectos directos del entorno diabético sobre el desarrollo de
cmbriones sanos c¢n periodo dc organogénesis, se procedid a realizar cultivo de embriones
de ratas sanas durante 24hs en presencia de sucro de animales sanos y diabéticos segun el
método descripto por New (New, 1978).

Para estos cxperimentos, los amimales fucron sacrificados en el dia 9.5 de prefiez. En forma
similar a lo descripto previamente, se liberd el embrion, rodeado por el saco vitelino
visceral, saco amniotico y cono ectoplacentario, de la decidua uterina. Se tomaron todos los
rccaudos necesarios para evitar dafiar el saco vitelino, y se procedid a rasgar la membrana
de Reichert. Tres embriones rodeados por las membranas indicadas, fueron incubados en
tubos de polipropileno conteniendo 3 ml de solucion Tyrodes, adicionada con suero de rata
control (glucemia 108 £13 mg /dl) o diabética tipo I (glucemia: 400 % 44 mg/dl). Bl suero

fue previamente incubado durante una hora a 56°C, con objeto de inactivar el complemento
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presente en el mismo. Finalizada la inactivacidon se adicioné al suero penicilina (1000
Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Al inicio del cultivo los embriones fueron gaseados
con una mezcla de Oz CO2: N3 5:5:90 e incubados en estufa a 37°C en aparato rotador
operando a 30 r.p.m. Luego de 16 hs. de cultivo los tubos fueron gaseados con la misma
mezcla de gases O;: CO,: N2 en proporciones 15:5:80. A las 24 hs se dio por finalizado el
cultivo. Los embriones fueron separados de sus membranas, saco vitelino y amnios, y
fueron evaluados morfoldégicamente. Posteriormente los embriones fueron lavados con PBS
y homogeneizados en esta solucidn para la determinacidon de niveles de contenido proteico

y de PGE;,, tal como se explico previamente.

= lxpresion de PPARy. PPARfB/S y de las enzimas Cicloxigenasa I y II.

Procesamiento de las muesiras

Seis a ocho ‘embriones fueron homogeneizados con sonicador en buffer de lisis. De este
homogenato se tomo un volumen equivalente a 100 pg de proteina embrionaria el cual se
diluyo con buffer de siembra. Previamente a la siembra, las muestras fueron hervidas
durante 5 minutos con el objeto de desnaturalizar las proteinas, y luego sometidas a

separacion electroforética.
Islectroforesis

Las muestras fueron sembradas en geles de poliacrilamida-bisacrilamida al 12.5% en
condiciones desnaturalizantes. El gel utilizado estaba ;:onstituido por dos regiones
diferenciadas, una region apiladora donde se sembraron las muestras, y una region de
resolucion, en la cual se produjo la separacion de las proteinas presentes en las muestras.

Una vez sembradas las muestras, se procedio a la electroforesis, en presencia de buffer de
corrida. El voltaje aplicado a la cuba electroforética fue de 30 V durante 30 minutos,

tiempo en el cual las muestras penetraron en la region de resolucion. A partir de ese
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momento se aumentd el voltaje a 100 V hasta finalizar la corrida, fa cual duré
aproximadamente 90 minutos.
Finalizada la electroforesis, los geles fueron lavados durante una hora con buffer de

transferencia, con el objeto de eliminar SDS remanente.
Westein Blot

Transferencia

Las proteinas fueron transferidas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa de 0.45
pm. Para esta se utilizo el sistema humedo, en el cual todo el sistema (filtros, geles y
membranas) se sumergen en el buffer de transferencia durante el proceso de la
electrotransferencia. Previamente membranas y papeles de filtro fueron equilibrados con
buffer de transferencia. Este proceso se realizé durante dos horas a 100 V, manteniendo el
equipo de transferencia refrigerado con hielo.

Finalizada la transferencia, las membranas fueron incubadas durante 16 hs. en solucion de
bloqueo a temperatura de 4°C.

Posteriormente fueron incubadas con anticuerpos primarios durante dos horas con agitacion
y a temperatura ambiente. En la puesta a punto del ensayo se determinaron las diluciones
optimas de los diferentes anticuerpos utilizados en estos experimentos. En el caso de los
factores de transcripcion PPARPB/S y PPARY la dilucidn utilizada fue 1:500, en el caso de
las dos isoformas de la enzima COX la dilucion fue de 1:300. A modo de control negativo,
en algunas calles se omitid la incubacion con el primer anticuerpo.

Todos los anticuerpos utilizados son comerciales. Los anticuerpos primarios anti PPARB/S,
anti PPARy, anti COX 1 y anti COX 1I fueron producidos en' conejo.

Finalizada esta incubacion las membranas fueron lavadas seis veces durante 5 minutos con
solucion de PBS adicionada con tween 20 al 0.05% (PBS-T).

Luego se procedio a la incubacion con el segundo anticuerpo. Los anticuerpos secundarios
uttlizados para unirse a los primarios anti PPARB/S y anti PPARYy reconocieron IgG de
conejo, fueron producidos en cabra y fueron conj‘ugados con la enzima peroxidasa de

rabano picante. Los anticuerpos secundarios utilizados anti COX I y anti COX II
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rcconocieron IgG de conejo y fueron producidos en cabra y unidos a la molécula de
biotina. El periodo de incubacion con los anticuerpos secundarios fue de dos horas, en el
caso de los PPARs y una hora para las COX, en condiciones de agitacion y temperatura
ambiente. En el caso de los PPARs la dilucion utilizada fue 1:10.000, mientras que la
dilucion para la deteccion de las dos isoformas de COX fue de 1:3.000. Finalizada esta
incubacion se procedid, nuevamente a lavar las membranas seis veces durante 5 minutos

con PBS-T.

Deteccion por Quimioluminiscencia

Para la deteccion de las bandas correspondientes a los factores de transcripcion PPARy y
PPARP/S se procedid al revelado por quimioluminiscencia. Las membranas fueron
incubadas con una solucion reveladora durante 5 minutos. Esta solucion estd compuesta por
luminol y perdxido de hidrégeno. La reaccion de la enzima peroxidasa con su sustrato,
peroxido de hidrogeno, genera la oxidacion del luminol el cual a su vez produce luz.

Finalizada la incubacion con el reactivo se procedié a realizar una auto radiografia para lo
cual la membrana, cubierta con un film plastico, fue puesta en contacto con una placa
radiografica durante 30 minutos, en oscuridad. Finalizado dicho periodo la placa
radiografica fue revelada, sumergiéndola secuencialmente en solucion reveladora, solucién
fijadora y agua. Finalizado este proceso, se detectaron los sitios correspondientes a las
bandas donde se unié el segundo anticuerpo. El peso molecular de las bandas fue

determinado por comparacion con el estandar de peso molecular.

Deteccion por la técnica del Complejo Avidina-Biotina

Se utilizé un sistema de visualizacion a partir de una reaccidon que da como resultado un
producto cromogénico. Las membranas fueron incubadas en presencia del complejo
avidina-peroxidasa durante 60 minutos, con agitacion constante. Finalizada la incubacion,
se lavo la membrana cinco veces durante 5 minutos ¢on PBS-T. Culminados los lavados se

procedié al revelado en presencia del sustrato diaminobenzidina preparado segun las
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indicaciones del fabricante, durante un tiempo aproximado de 5 minutos. Se esperd la
aparicion de bandas color marrdn, indicando los sitios donde hubo union del anticuerpo
primario a su antigeno. El peso molecular de las bandas fue determinado por comparacion
con un estandar de peso molecular.

Luego del revelado, las membranas de nitrocelulosa y las placas radiograficas, segin
correspondiera, fueron digitalizadas utilizando para ello un escaner acoplado a un

procesador de imagenes (Adobe Photoshop)
Estadistica

Todos los resultados se expresaron como medias con su correspondiente error estandar
medio (SEM). Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el anéli;is de la
varianza (ANOV A) de una via, en conjuncion con el test de Tuckey. Para los casos que
correspondia se realizé el test de Student, x° o test exacto de Fisher. Las diferencias entre

grupos fueron consideradas significativas cuando p = 0.05 o menor.
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<+ RESULTADOS

Capitulo I

= CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MODELQOS DE DIARETES TIPQ I Y
TIPO I

El modelo de Diabetes tipo I, obtenido por inyecccion i.p. de estreptozotocina se caracteriza
por cursar con elevadas glucemias, destruccion casi total de las células B pancreaticas y
reduccion en la masa del pancreas asi como niveles circulantes de insulina marcadamente
disminuidos (Rodrigues et al, 1999). En nuestro grupo experimental, los animales
diabéticos tipo I presentaron glucemias mayores a 350 mg/dl, p<0.00! (Tabla N° 1). Se
observan ademas, niveles incrementados en triacilglicéridos circulantes (p< 0.001). A
diferencia de lo que ocurre en la rata sana, no se verifica aumento de peso desde el inicio
de la prefiez hasta el dia 10.5 de gestacion. En estas condiciones, sélo el 56% de los
animales con apareo positivo identificado, conserva su prefiez en dia 10.5 de gestaéié"n,
mientras que en los animales sanos, el 96% mantiene la prefiez. En el animal diabético
tipo I la prefiez no llega a término, y esto se produce por muerte materna o por pérdida fetal
a mediados de gestacion.

Por otra parte, el modelo de Diabetes tipo II, obtenido por inyecciéon neonatal de
estreptozotocina, muestra glucemias basales elevadas respecto del control (p<0.001),
siendo dichos valores menores que en la rata diabética tipo I. A diferencia del modelo de
Diabetes tipo I, no son insulino dependientes, aunque los ni;veles circulantes son menores a
los controles (Blondel y col, 1989; Weir y col, 1981). Dado que en este modelo el dafio
producido en el tejido pancreatico es temprano (Portha y col, 1978) este tejido se regenera
parcialmente, con lo cual si bien la masa disminuye respecto al control, esta disminucién no
es tan marcada como en el modelo de Diabetes tipo I (Wang y col, 1996; Rodrigues y col,
1999). No se observan en este modelo anomalias en los niveles de triglicéridos séricos, ni
diferencia en la ganancia de peso durante la gesta (Ta;bla N°1). Tampoco se observa pérdida

de la gestacion al comparar el numero de animales con apareo identificado y el numero de
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animales con embriones al dia 10.5 de gesta. Se detecta en los animales diabéticos tipo 11

un retraso de 24 hs en la fecha de parto (Tabla N°1).

Tabla N° 1

“Caracteristicas generales de las hembras sanas, diabéticas tipo I y tipo 11”

Caracteristicas

Glucemias basales

Aumento de

peso desde inicio de
la preiiez hasta dia
10.5 de gestacion (g)
Triglicéridos en

suero (g/l)

Animales preinados
al dia 10.5 post
apareo

Preiiez a término
Duracion de la

preilez

CONTROLES
100 £+ 10 mg/dl
(n=20)

29.3 + 4 (n=10)

0.77 £0.09 (n=8)

48/50 (hembras con

apareo positivo)

S
22 dias

DIABETICAS 1
350 £ 20 mg/dl
(n=25)

p<0.001 vs C
ANOVA

-6.22 1 4.66 (n=15)
p<0.001 vs C
ANOVA

2,05 1£0.20 (n=5)
p<0.001 vs C
ANOVA

27/50

p<0.0001 vs C test
exacto de Fischer
NO

Mediados de gesta
por pérdida ,fetal 0

muerte materna
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DIABETICAS II
215+ 21 mg/di
(n=20)

p< 0.001vs C

26 + 6.26 (n=7)

0.98 + 0.10 (n=5)

46/50

SI
23 dias
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CARACTERISTICAS MORFFOLOGICAS DE 1.OS EMBRIONES PROVENIENTES DE
RATAS SANAS, DIABETICAS TIPO 1Y TIPO 1T

El desarrollo embrionario se ve afectado por la Diabetes materna, especialmente en el
modelo tipo I, el cual segin se ha sefialado es una patologia mas severa comparada con el
modelo tipo IL

En el dia en que se sacrifica a las hembras para obtener los embriones se verificd que el
utero, a diferencia de las ratas sanas, estd muy irmigado y con presencia de coagulos
sanguineos. En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I se observé incremento
en el nimero de reabsorciones (p< 0.001) y disminucton en el contenido proteico (p<
0.001), parametro que posee una estrecha correlacion con el crecimiento embrionario
(Tabla N° 2). Al analizar otros aspectos morfologicos, se encontré un nimero disminuido
de somitas (p<0.05) e incremento en las anomalias morfoldgicas, las cuales en su mayoria
comrespondian a defectos severos de la region cefalica del tubo neural (p<0.001). Al
comparar el estado de rotacion axial, se observo que un alto porcentaje de los embriones de
ratas diabéticas tipo I se encontraban en estadio no rotado (p<0.001); este es otro
indicador de retraso en el desarrollo embrionario (Tabla N° 2). Segin puede observarse en
la Tabla N°® 3, la incidencia de reabsorciones (p<0.001) y de anomalias morfologicas
(p<0.001) se encuentra incrementada en los embriones de ratas diabéticas tipo II. Al igual
que en los embriones de ratas diabéticas tipo I, la mayoria de las malformaciones se
localizan en el tubo neural. También es importante mencionar lo concerniente al contenido
proteico: en los embriones de ratas diabéticas tipo II este contenido es menor respecto del
embridon sano (p<0.05). Esto indica que los embriones diabéticos tienen un crecimiento
retardado respecto del embrion sano. En cuanto al estado de rotacion axial y el namero de

somitas, no se observaron diferencias entre embriones de ratas sanas y diabéticas tipo II.
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Tabla N’ 2

“Caracteristicas de los embriones de ratas sanas y de embriones provenientes de ratas

diabéticas tipo I”

CONTROL DIABETICO tipo I
Reabsorciones 3 % (4/132 sitios de 14% (28/202)"

implantacion)
Sin rotacion s/eje 23 % (29/128 embriones) 60 % (99/174)"
En rotacién 64 % (82/128) 33 % (53/174)"
Rotados 13 % (17/128) 7 % (11/174)"
Anomalias 2 % (3/128) 29 % (52/174)"
morfolégicas
Niimero de Somitas 14 + 0.23 (19) 12+ 0.63 (21)"

test t de Student

Contenido proteico 66 + 4 ng (21) 41.5+ 4.5 png (20)°

test t de Student

“ p<0.001 vs control; b p<0.05 vs control; Andlisis estadistico: y° excepto lo aclarado en

tabla

Tabla N°3

“Caracteristicas de los embriones de ratas sanas y de los embriones provenientes de

ratas diabéticas tipo 11

CONTROL DIABETICO tipo Il
Reabsorciones 3 % (4/132 sitios de 13 %

implantaci6én) (22/186 deciduas)”®
Sin rotacién axial 23 % (29/128 embriones) 21 % (34/146)
En rotacién 64 % (82/128) ! 64 % (94/146)
Rotados axialmente 13 % (17/128) 12 % (18/146)
Anomalias Morfolbégicas 2 % (3/128) 18 % (25/146)"
Niumero de Somitas 14+1(19) 12+ 1(15)
Contenido proteico 66 + 4 pg (21) 50+ 2pg (21)°

test t de Student

?p<0.001 vs control; b p< 0.05 vs control; Analisis estadistico: x 2 exceplo aclaracion en

tabla
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Se presentan a continuacion algunas fotografias de embriones observados bajo lupa, donde
pueden verificarse algunas caracteristicas morfologicas del desarrollo normal y anomalias

morfologicas en embriones provenientes de ratas diabéticas.

Fotografia N° 1

Embrion de rata sana rotado. Puede apreciarse el corazon, el primer arco branquial, las
capsulas optica y otica, asi como las somitas. (Aumento: 50X)
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Fotografia N° 2

Embrion de rata diabética tipo I con severas anomalias de tubo neural. El embrion no ha
rotado y manifiesta retraso en el crecimiento (Aumento 50X)
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Fotografia N° 3

Embrion de rata diabética tipo Il. Vista dorsal del neuroporo anterior abierto (Aumento
32 X) '

6Y bis
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Fotografia N° 4

Embrion de rata diabética tipo Il rotado (izquierda) y embrion de rata diabética tipo I no
rotado (derecha), con defectos de tubo neural y severo retraso en el crecimiento. Ambos
embriones obtenidos en el mismo dia gestacional (10.5). (Aumento: 32 X)
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Fotografia N° 5

Dos embriones provenientes de ratas diabética tipo Il. El embrion de la izquierda no ha
rotado y presenta anomalias en el tubo neural. A la derecha embrion en rotacion
(Aumento 20 X).
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Capitulo 11

= ENDOTELINAS EN LA ORGANOGENESIS TEMPRANA DEL EMBRION DE
RATA SANA Y DIABETICA

Niveles de endotelinas en embriones de ratas sanas y de ratas diabéticas tipo I[

Las endotelinas, como ya se ha mencionado, son agentes vasoactivos, con funciones
especiales durante el desarrollo embrionario, puesto que estin involucradas en la
formacion de estructuras derivadas de las células de cresta neural. La endotelina-1 esta
particularmente involucrada en la formacién de estructuras, tales como la mandibula, el
maxilar, timo, tiroides y los grandes vasos sanguineos entre otros (Kurihara y col, 1994 y
1995).

Como primer paso en este estudio se determinaron los niveles de endotelina-1 en embriones
de rata sana y diabética tipo II en el dia 10.5 de prefiez, correspondiente al periodo de
organogénesis temprana. En la evaluacion presente y en posteriores determinaciones, cada
muestra incluyé cuatro embriones, que suministraron la masa optima para estos estudios.
En el Grafico N° 1, se observa que los niveles de endotelina-1 estin incrementados en los

embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II (p<0.01).
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‘ Grdfico N° 1.

“Niveles de Endotelina —1 en embriones sanos y diabéticos’’
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**p<0.01 vs control Los valores reprentan medias + SEM; n=7 (28 embriones) para

cada grupo. Andlisis estadistico: test t de Student

Efecto de oxido nitrico sobre los niveles de ET-1

Una vez conocidos los niveles de ET-1, se decidi6 estudiar la regulacion de este agente a
través del oxido nitrico (NO). El NO, es un agente vasoactivo con efecto antagdnico al de

las endotelinas, y al igual que la ET-1 con funciones morfogénicas durante la organogénesis
temprana.
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Con cste fin, se evaluo el efecto de dadores de NO y de inhibidores de la 6xido nitrico
sintetasa (NOS) luego de una incubacién de una hora en bafio termostatizado a 37°C,
gaseado con carbogeno, sobre los niveles de ET-1, en embriones de ratas sanas y
diabéticas tipo II.

En el Grafico N° 2 se observa que en embriones de ratas sanas la adicion de L-NMMA,
inhibidor de la enzima 6xido nitrico sintasa, provocd un descenso en los niveles.de ET-1
(p<0.05) tanto a concentracion 600uM como 1000puM.

La adicion de una concentracion menor de L-NMMA (300 uM) no tuvo efecto alguno
sobre los niveles de ET-1. Por.otra parte, la incubacion en presencia de un dador de 6xido
nitrico, spermineNONOQato (300pM), provoco aumento en los niveles de ET-1 (p<9.05).

En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II, los cuales poseen niveles mayores
de ET-1, pudo observarse un patron similar a lo descripto en los embriones sanos. Se
detecté disminucion en los niveles de ET-1 por efecto de L-NMMA, tanto a concentracion
600puM como 1000uM, (p<0.05 vs diabético sin adicion) e incremento en presencia de

spermineNONOato (300pM) (p<0.05 vs diabético sin adicion) (Grafico N°3).



Resultados

Grifico N° 2

“Efecto de oxido nitrico sobre los niveles de ET-1 en embriones de ratas sanas”’
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*n<).05 vs control sin adiciones
Los valores representan medias + SEM; n=7 (28 embriones), para cada grupo

experimental Andalisis estadistico: Andlisis de varianza (ANOVA), y test de Tukey de

comparaciones muiltiples.
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Grafico N° 3

“Efecto de oxido nitrico sobre los niveles de ET-1 en embriones provenientes de ratas

diabeticas tipo 11"

100
#
—
80 - "
8 [
@
L 60 - -
2
'_"Z o PO
Q #
'
£ 40 -
o)) = T
£ 3
20 i o ..
0 i3 At — ;
Sin adicién NMMA 600 NMMA 1000 Spermine
Il Control

[__] Diabético Il

#p<0.05 vs diabético sin adicion '

**n<0.02 vs control sin adicion
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experimental. Test estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparacioues
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Influencia de I:1-1 sobre la

Puesto que los niveles de NO deben estar finamente regulados durante la organogénesis y
conociendo que existen influencias interactivas entre ambos compuestos, se estudio el
efecto de ET-1 sobre la producciéon de 6xido nitrico. La produccion de NO fue evaluada
mediante el dosaje de nitratos/nitritos, sus metabolitos estables, después de una hora de
incubacion, en condiciones de temperatura y gaseado controladas (bafio termostatizado a
37° C con agitacion, bajo atmdsfera de carbogeno). En embriones de ratas sanas de 10.5
dias de gesta la incubacion en presencia de ET-1 (10”M) disminuy6 los niveles de
nitratos/nitritos (p<0.02). Por otra parte la inhibicion de la accion de ET-1 mediante la
adicién de Bosentan (10’M), antagonista de los receptores de endotelina ETA y ETB,
generd aumento en los niveles de nitratos/nitritos (p<0.05) (Grafico N° 4).

En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II, tal como se sefialara previamente,
los niveles de nitratos/nitritos se hallaron incrementados con respecto al embrion sano
(p<0.001). Al igual que lo descripto para embriones de ratas sanas, la adicion de ET-1 (10”
7 M) disminuyé los niveles de nitratos/nitritos (p<0.02 vs diabético sin adicién) mientras
que la adicion de Bosentan (10”7 M) incrementé dichos niveles (p<0.05 vs diabético sin

adicion).
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Grdfico N°4

“Efecto de ET-1 sobre los niveles de nitratos/nitritos”
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Los valores representan medias +SEM; n=7 (28 embriones) para cada grupo. Andlisis

estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones nuiltiples
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Lfecto de ET-1 sobre la sintesis de PGE,

Nuestros trabajos previos, indicaban la existencia de un mecanismo de modulacion sobre la
sintesis de PGE;, mediado por el NO (Jawerbaum y col, 1998). Este agente vasoactivo
estimula la sintesis de PGE; en el embrnon de rata diabética tipo II (Jawerbaum y col,
1998). Puesto que nuestros resultados mostraron que ET-1 fue capaz de modular los niveles
de NO, se decidid estudiar la capacidad modulatoria de ET-1 sobre la sintesis de PGE;.

Se estudié el efecto de ET-1 (10”M) sobre la sintesis de PGE; (Grafico N° 5). Tal como se
observo en previos experimentos realizados en nuestro laboratorio (Jawerbaum y col, 1998)
los niveles de PGE; liberados al medio de incubacién se hallaron incrementados en los
embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II con relacién a los embriones sanos
(p<0.02). Sin embargo, la adicién de ET-1 (10”7 M) no modificé la sintesis y liberacién de
PGE; en embriones de ratas sanas y ratas diabéticas tipo II. En el mismo sentido, tampoco
se observaron modificaciones en la sintesis y liberacion de PGE; por la adicion de Bosentan

(10"M) (antagonista de receptores tipo ETA y ETB) en los dos grupos analizados.
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Grafico N° 5

“Efectos de ET-1 sobre la sintesis de PGE; en embriones de ratas sanas y de ratas

diabéticas tipo I1”

60 - .
1
® 07 .
k=
2
g 40
)
°
o
L 30 T
O
Q. 20 -
o
Q.
10 1
0 7
Control Diabético 11
I sin adicién * p< 0.02 vs control
ET-1
Bosentan

Los valores representan medias + SEM; n=7 muestras para cada grupo experimental

Test estadistico: ANOVA de una via y Tukey para comparaciones entre grupos

Niveles de Endotelinas y su modulacion en el embrion proveniente de rata diabética tipol

El modelo de diabetes tipo I, como ya se mencion0d previamente, se caracteriza por una

mayor frecuencia de anomalias morfoldgicas en sus embriones.
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Como continuacion del estudio, se decidié evaluar los niveles de ET-1 y su modulacién en
el embridon proveniente de ratas diabéticas tipo L.
Contrariamente a lo visto en embriones de ratas diabéticas tipo II, el contenido

embrionario de ET-1 es menor que en los embriones sanos sanos (p<0.05) (Grafico N°6).

Grdfico N°6:

“Niveles de ET-1 en embriones de ratas DI”
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Los valores representan las medias '+ SEM; n=8 (32 embriones) para cada grupo

experimental. Andlisis estadistico: testt de Student
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El agregado de un dador exdgeno de NO al medio de incubacion (Spermine NONOQato 300 \
uM) produjo un incremento en los niveles embrionarios de ET-1 (p<0.01). Sin embargo, ‘
la inhibicion de la actividad NOS por L-NMMA (600 pM) no tuvo efecto sobre dichos

niveles (Grafico N°7).

Grdafico N° 7 “Efecto de NO sobre los niveles de ET-1 en embriones de ratas DI”’
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Los valores representan las medias + SEM; n=8 (32 embriones) para cada grupo
experimental. Andalisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones
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A continuacion se evaluaron los niveles endogenos de nitratos/nitritos, metabolitos estables
del NO. Los resultados mostraron incremento en el contenido de nitratos/nitritos en
embriones de ratas diabéticas tipo I (p< 0.05) con respecto a los embriones de ratas sanas
(Grafico N°8). La adicion al medio de incubacion de ET-1 (10”7 M) no indujo cambios en
los niveles de nitratos/nitritos de los embriones de ratas diabéticas tipo I. De igual forma la
incubacion dedichos embriones en presencia de Bosentan (10”7 M) no modificé los valores

de nitratos/nitritos.

Grdfico N8:

“Efectos de ET-1 sobre los niveles de NO en embriones de ratas DI”
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Los valores representan las medias + SEM, n=8 (32 embriones) para cada grupo
experimental. Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones

multiples
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Los niveles endogenos de nitratos/nitritos se encuentran elevados en los embriones de ratas
diabéticas tipo I, sin embargo el NO enddgeno no parece modular los niveles de ET-1.
Puesto que elevados niveles de especies reactivas del oxigeno, caracteristicos de un estado
diabético severo, podrian mactivar al NO, haciendo que éste se oxide y dé lugar a la
formacion de peroxinitritos, se evaluaron los efectos de la enzima superdxido dismutasa
( SOD. 1000 U/ml), removedora de aniones superoxido, sobre los niveles de ET-1. Nuestros
resultados indican que este tratamiento no tuvo efecto sobre los niveles endogenos de ET-1

(Grafico N°9).

Grdafico N’ 9

“Superoxido dismutasa vy niveles de ET-1"
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=> Conclusiones del capitulo 11

El analisis de los niveles de endotelinas muestra alteraciones en los embriones de ratas
diabéticas.

En embriones provenientes de ratas diabéticas tipo Il durante el periodo de organogénesis
temprana: existe un incremento en los niveles de ET-1. El 6xido nitrico modula en forma
positiva dichos niveles. Como contrapartida, ET-1 a su vez regula en forma negativa la
produccion de oxido nitrico. De esta manera, ambos compuestos se hallan
interrelacionados, estableciéndose una retroalimentacion negativa entre ambos. Este
mecanismo de control parece evitar el incremento excesivo de ambos compuestos dentro
del embrion. Este tipo de modulacion se observa asimismo en los embriones provenientes
de animales sanos.

Si bien ET-1 modula los niveles NO, no se observa efecto sobre la sintesis y liberacion de
PGE; ni en los embriones sanos ni en los embriones de ratas diabéticas tipo I1.

En embriones provenientes de ratas diabéticas tipo | durante el periodo de organogénesis
temprana: a diferencia de lo observado en el modelo de diabetes tipo I, los niveles de ET-I
resultan menores que el control, y se observan alteraciones en el mecanicmo modulatorio
con respecto a los animales sanos. En efecto, a pesar de que el 6xido nitrico exdgeno
incrementa los niveles embrionarios de ET-1, el alto contenido de NO enddgeno no es
capaz de modular dichos niveles. Por otra parte, el agregado exogeno de ET-1 no modifica
el contenido embrionario de oxido nitrico.

Si bien este modelo se caracteriza por la presencia de elevadas concentraciones de especies
reactivas de oxigeno capaces de inactivar el NO, el tratamiento con la enzima SOD,

removedora de aniones superoxido, no tiene efecto alguno sobre los niveles de ET-1.
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Capitulo 111

= “PROSTAGLANDINA E; DURANTE I.A ORGANOGENESIS DE LOS
EMBRIONES DE RATAS SANAS Y DE RATAS DIABETICAS: NIVELES Y
MECANISMOS DE MODULACION”

Seccion 111 a
PGE,: SINTESIS Y TRANSPORTE EN EL EMBRION DE RATA DIABETICA TIPO 1.

Lstudios “it vitro” durante la organogénesis temprana

Caracteristicas morfologicas de embriones sanos cultivados durante 24 horas en presencia
de suero de rata sana y diabética tipo |.

Con el fin de estudiar la influencia del entorno diabético sobre el desarrollo morfoldgico y
fistologico del embrion, se ha recurrido al cultivo “in vitro™ de embriones durante el
periodo de organogénesis temprana. Como ya sc ha mencionado, cste es un periodo donde
se producen grandes cambios, iniciandose la formacion de los 6rganos.

Con este objetivo se realizaron cultivos “in vitro” de embriones durante 24 horas en el
periodo de organogénesis temprana.

Embriones de ratas sanas fucron cxplantados en el dia 9.5 de prefiez, e incubados cn
presencia de suero de rata prefiada control o diabética tipo 1. Los resultados indicaron que
los, embriones sanos incubados en presencia de suero diabético presentaron mayor
incidencia de malformaciones (p<0.05) y menor contenido proteico (p<0.01) (tabla N° 4)
que aquellos ncubados en suero proveniente de ratas sanas. Estas anomalias coinciden con

las previamente descriptas para los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I.
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Tabla N° 4

“Caracteristicas morfologicas de los embriones sanos después de 24 horas de cultivo “in

vitro” en presencia de suero sane o diabético tipo I”

Suero control Suero diabético
Malformaciones 4 % (3/7S embriones) 16 % (13/79) *
Niimero de somitas 12 £ 0.7 (75) 9+0.7(79)"
Contenido proteico (ug) 63 + 4 (19) 41+5(19)"

a=p<0.05vs control, x *

b =p <0.01 vs control Test t de Student

Niveles de PGL, en _embriones de ratas diabéticas vy _en _embriones de _ratas sanas

incubados en presencia de suero diabético.

Estudios realizados previamente por otros autores (Piddington et al, 1996) sefialaron la
importancia de la PGE; para la formacion y cierre del tubo neural, e indicaron que los
niveles disminuidos de dicho prostanoide en embriones provenientes de ratas diabéticas
tipo I correlacionaron con la presencia de anomalias de cierre de tubo neural.

Tomando en cuenta estos antecedentes, se decidi¢ evaluar la influencia del entorno
diabético sobre el contenido de PGFE2 en embriones en cultivo. Cuando embriones sanos
cxplantados en dia 9.5 de gesta, fueron incubados durante 24 horas en presencia de suero de
rata diabética tipo 1, el contenido de PGE; fue menor respecto de los embriones cultivados
en presencia de suero de rata sana (p<0.05) (Grafico N° 10). Esto es similar a lo observado

en embriones diabéticos tipo I, de dia 10.5 dc gesta, donde el contentdo de PGE; es menor

al hallado en los embriones sanos (p<0.01).

86



Resultados

Grafico N° 10

“Contenido de PGE; en embriones cultivados en suero control y diabético tipo I
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*p<0.05 vs control
**n<0.01 vs control
Los valores representan la media + SEM; n=8 (24 embriones) para cada grupo

Analisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miultiples.

Sintesis, contenido y liberacion de PG> en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo 1.

Las prostaglandinas son sintetizadas y liberadas por el embrion al medio de incubacion.
Debido a que dichos compuestos poseen funciones paracrinas y autocrinas, es importante
evaluar la produccion, contenido y liberacion de PGE; en el embrion en etapa de
organogénesis temprana. Dichos parametros fueron evaluados en embriones de 10.5 dias de
gesta, provenientes de ratas sanas y diabéticas tipo 1.

Pudo observarse que los embriones de rata diabética tipo I liberan al medio una mayor
cantidad de PGE; que los embriones sanos (p<0.001). Sin embargo, como ya se menciono

antes, el contenido de dicha prostaglandina en el embrién diabético tipo I es menor que en

87




Contenidd de PGE.
{pg/1g proteina)
—

Resultados

el embrion sano (p<0.001) (Grafico N° 11). Si1 se toman en cuenta los valores totales en
pmoles, vemos que la produccion de PGE,es 100 veces mayor que la inicial en el embrion
diabético (p<0.02), mientras que en los embriones sanos esta produccion es de 10 veces

mayor que la inicial (Tabla N° 5).

Grafico N° 11

“Contenido y liberado de PGE; en embriones controles y diabéticos I’
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Andlisis estadistico: test t de Student
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Tabla N 5

“Produccion embrionaria de PGE,”

Control Diabético
Contenido inicial de PGE; 175+ 13 199+05°
(pmoles totales)
Contenido de PGF; alos 1573 + 140 2282 +230 °
60 min de incubacion
(pmoles totales)
PGE; generada por el 10 X del valor inicial 100 X del valor inicial

embrion

? p<0.001 vs control; b p<0.02 vs control
Los valores representan la media £ SEM n=7

Andlisis estadistico: test t de Student

Captacion y liberacion de *H-I'GL;

Puesto que la sintesis de PGE; es un proceso activo y origina un gran desbalance entre el
compuesto liberado al medio y aquél retenido en el interior del embrion de rata diabética
tipo I, se decidio estudiar una posible alteracion en el transporte de dicha prostaglandina.

A tal fin, se évalué a diferentes tiempos de incubacién, la incorporacion y liberacion de “H-
PGE: por parte de embriones de ratas sanas y diabéticas tipo | obtenidos en dia 10.5 de
gesta. En cuanto a la incorporacion, se observd que a tiempos cortos (5 y 10°), ésta fue
mayor en los embriones de ratas diabéticas (p<0.01). A partir de los 20 minutos la
captacion fue similar en ambos grupos de embriones (Grafico N° 12). Al evaluar la
liberacion de *H-PGE; previamente incorporada a los embriones en estudio, se observd que
el porcentaje remanente de prostaglandina tritiada fue menor en aquellos provenientes de
ratas diabéticas, tanto a los 20 como a los 30 minutos de incubacion (p<0.05) (Grafico N°
13).
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Con el mismo objetivo, se recalizaron cxperimentos similares con embriones sanos
obtenidos en el dia 9.5 de gesta y cultivados in vifro durante 24 hs en presencia de suero de
rata sana y suero diabético tipo 1. Este ultimo grupo mostré anomalias en la retencion de
'H-PGE,, similares a las encontradas en los embriones provenientes de ratas diabéticas

(p<0.02) (Tabla N° 6).

Grafico N° 12

“Captacion de ' II-PGE, “
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Grdfico N° 13

“Liberacion de ’H-PGE, después de 60 minutos de preincubacion”
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Tabla N° 6

- . . . 3 . .
“Captacion y liberacion de "H-PGE, en embriones controles cultivados durante 24 horas

en suero diabético”

Suero control Suero diabético
Incorporacién de *H-PGE; 11 + 1 12+2
(fmol *II-PGE, /mg
proteina) (60°)
Liberacion (% de ’H-PGE; 49+ 5 29+5°

remanente en el

embrion/mg proteina) (30°)

" p<0.02 vs control
Los valores representan la media £+ SEM; n=8 para cada grupo experimental

Andalisis estadistico: test t de Student

Seccién 111 b
EFECTO DE OXIDO NITRICO SOBRE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINA E,
EMBRIONARIA

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demostraron que el NO modula
positivamente la sintesis de PGE; en embriones de ratas diabéticas tipo 1l (Jawerbaum y
col, 1998). Como se mostro en este estudio, los niveles de NO estan incrementados en los
embriones de rata diabética tipo I. Con el objeto de analizar si NO modula la sintesis de
PGE;en embriones de ratas diabéticas tipo | se realizaron los siguientes experimentos:

Embriones de 10.5 dias de gesta, provenientes de ratas sanas o diabéticas tipo 1 fueron
incubados durante una hora, a 37°C en atmosfera de carbogeno y agitacion, en presencia de
inhibidores de la actividad 6xido nitrico sintasa o con el agregado de dadores de NO. Tal
como se describio previamente, observamos que los niveles de PGE, liberados al medio de

incubacion éstan incrementados en el grupo diabético (p<0.001). En embriones de ratas
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sanas, la adicion al medio de incubacion de un inhibidor de la actividad oxido nitrico
sintasa (L-NMMA, 300 uM) o de un dador de oxido nitrico (SIN-1, 300 uM), resulto en
disminucion (p<0.05) y en un aumento (p<0.01), respectivamente, de los niveles de PGE,
liberados al medio. Por el contrario, en embriones de ratas diabéticas tipo I no se observo
efecto alguno, ni por el agregado del inhibidor de NOS ni en presencia del dador de NO
(Grafico N° 14).

Grdfico N° 14

“Efecto de oxido nitrico sobre los niveles de PGE; liberada por embriones de ratas sanas

y diabéticas tipo 1"
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Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miultiples

93




Resultados

El contenido de PGE;, mostrdé un patron similar al observado cuando se analizo la
liberacion de dicha prostaglandina al medio de incubacion, ya que existe una disminucion
en los niveles embrionarios de PGE; producida por la adicion de L-NMMA (300 uM), y un
aumento en presencia del dador de oxido nitrico SIN-1 (300 uM) en los embriones
provenientes de ratas sanas (Grafico N° 15). Al analizar los efectos de 6xido nitrico en los
embriones provenientes de ratas diabéticas, el agregado de ambos compueétos fue incapaz
de producir cambios en el contenido embrionario de la prostaglandina. En estos embriones
el contenido de PGE, fue menor que en los provenientes de ratas sanas (p< 0.01), tal como
se describi6 en forma previa (Grafico N° 15).

Grdfico N° 15

“Contenido de PGE,. Efectos de NO"

"

pg PGE,/ug de proteina
N

0 2 :
Control Diabético |

M sin adicién * p< 0.05 vs control sin adicién

=0 L-NMMA ** p< 0.01 vs control sin adicién

s SIN-1

Los valores representan la media £ SEM; n=8 (24 embriones) para cada grupo

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miiltiples
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Seccion I11 ¢
EXPRESION DE LAS ISOFORMAS CONSTITUTIVA E INDUCIBLE DE LA ENZIMA
COX EN EL EMBRION DE RATA SANA Y DIABETICA DURANTE LA

’

ORG NESIS

Con el objeto de determinar la presencia de la enzima COX en el embrién durante la
organogeénesis y las isoformas de dicha enzima presentes durante este periodo de desarrollo
embrionario, se estudio la expresion de COX I (Figura N°1) y COX II (Figura N° 2).

Si bien la marca es tenue, pudo detectarse la banda correspondiente a la enzima COX I, por
debajo de la banda del marcador de peso molecular correspondiente a 80 KD, tanto en
embriones provenientes de ratas sanas y ratas diabéticas tipo I y tipo II en el dia 10.5 de
gestacion y en el dia 13.5 de gestacion. Por el contrario, no pudo detectarse por este método
la presencia de COX 1I tanto en embriones de ratas sanas como en embriones de ratas
diabéticas tipo I y tipo Il en el dia 10.5 de gestacion.

En ambos analisis, COX [ y COX II, se realizaron controles negativos, omitiendo el primer

anticuerpo correspondiente. En ninguno de los dos casos se observo sefial.

Figura N°1
“Expresion de la enzima COX I”

PM C DI DI Ci13 CP

200 KD
125 KD \
80KD g @

Referencias: PM peso molecular; C embriones provenientes de ratas sanas; DI embriones
provenientes de ratas diabéticas tipo I; DIl embriones de ratas diabéticas tipo 1I; C 13
embriones de ratas sanas de 13.5 dias de gesta; CP control positivo: pdancreas. La imagen

es representativa de tres experimentos independientes.
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Figura N°2
“Expresion de la enzima COX IT”

£10.5 DI 105 DI 105 o
200 X0 il J

12010

80 W

Referencias: Embrion proveniente de rata sana (C 10.5), de rata diabética tipo I (DI 10.5)
| y de rata diabética tipo Il (DII 10.5) CP: control positivo, pancreas de rata diabética. La

imagen es representativa de tres experimentos independientes.

= Conclusiones del capitulo I1I

El cultivo de embriones de ratas sanas, durante 24 horas en presencia de suero diabético
provoca la aparicion de anomalias morfologicas, de crecimiento y alteraciones en. el
contenido y transporte de PGE,, alteraciones similares a las observadas en los embriones.de
ratas diabéticas tipo L

En estos embriones, el contenido de PGE; se halla sensiblemente disminuido, aunque los
niveles liberados al medio son mayores que en embriones controles. Esto se explicaria por
la presencia de una alteracion en el transporte de PGE,, que impediria retener la
prostaglandina en el interior del embrion.

El 6xido nitrico no modula los niveles de PGE; en el embrién de rata diabética tipe I. Esto
se manifiesta tanto en los niveles de prostaglandina contenida como liberada por estos
embriones. El patron es el opuesto al observado en aquellos embriones provenientes de
ratas sanas o de ratas diabéticas tipo II, donde, segun previamente se sefialo, los niveles de

PGE-, son regulados por NO (Jawerbeum et al, 1998).
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Se detecta la presencia de la isoforma constitutiva de la enzima COX en embriones de ratas
sanas y diabéticas tipo I y tipo II durante la organogénesis temprana. Sin embargo, no_es
posible detectar la presencia de la isoforma inducible (COX II) en ninguno de Ios tres
grupos de embriones estudiados en dicho periodo de gestacién.



Resultados

Capitulo 1V

= “Metabolismo _lipidico_en embriones de ratas sanas y diabéticas durante la

organogénesis temprana”

Secciéon 1Va
NIVELES DE LiPIDOS EN EMBRIONES DE RATAS SANAS Y DIABETICAS

A lo largo del desarrollo embrionario, los lipidos cumplen funciones estructurales,
energéticas y de sefializacion, necesarias para el normal desarrollo del embrion. Por esto se
analizaron aspectos inherentes al metabolismo de los lipidos en los embriones durante el
periodo de organogénesis.

En primer lugar, se decidi6 realizar un analisis del perfil lipidico de los embriones de ratas
sanas y diabéticas en el dia 10.5 de gesta. De esta forma, se estudiaron los niveles de lipidos
polares y neutros. Dentro del grupo de los polares, las especies mas abundantes resultaron
ser fosfatidilcolina (representa un 80% de los lipidos de este grupo) y fosfatidiletanolamina,
siendo baja la marca para otros lipidos polares tales como fosfatidilinositol y
esfingomielina (Figura N° 3 a). Este perfil coincide con el de la mayoria de los tejidos
animales. Respecto a los lipidos neutros los triacilglicéridos resultan ser mayoritarios.
Ademas, se detectaron ésteres de colesterol, colesterol y acidos grasos libres (Figura N° 3
b).

Al comparar los embriones de rata sana con los embriones de ratas diabéticas tipo I, no se
hallaron diferencias significativas respecto de los niveles de fosfolipidos, colesterol y
esteres de colesterol, mientras que en el caso de triacilglicéridos, los niveles resultaron ser
mayores en los embriones de ratas diabéticas (p<0.01) (Grafico N° 16).

Puesto que las prostagiandinas son capaces de modular el metabolismo de lipidos, y en
particular la PGE; es necesana para el normal cierre del tubo neural en los embriones en
organogénesis, se decidié estudiar el efecto de esta prostaglandina sobre los niveles de
lipidos embrionarios. Embriones de 10.5 dias de gestacion provenientes de ratas sanas o
ratas diabéticas tipo I, fueron incubados en presencia de PGE; (]0'7M) durante 3 horas, en

bafio termostatizado bajo atmésfera de carbégeno. La adicion de dicha prostaglandina en el
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medio de incubacién ne medifico los niveles de ninguna de las especies lipidicas.maﬁzadas
ni en embriones de ratas sanas ni en aquellos que provienen de ratas diabéticas tipo I
(graficos N° 17 y 18).

Figura N°3 a “Lipidos polares” (

Cromatografia en capa fina para lipidos polares, revelada con DPH. Referencias: SF
esfingomielina; PC fosfatidilcolina; PS fosfatidilserina; Pl fosfatidilinositol; PE
Jfosfatidiletanolamina

Figura N°3 b “Lipidos Neutros”

SO
o &

Cromatografia en capa fina para lipidos neutros, revelada con yodo. Referencias: Phos: =

Josfolipidos, Chol: colesterol, FA: acidos grasos, TAG: triacilglicéridos, EC: ésteres de

colesterol.
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Grafico N° 16

“Niveles de lipidos polares v neutros en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo I’

100 +

Lipidos
(ng/ mg de proteina)

i
40 -
20 -
O T T ] ]
PC PE Triacilglicéridos Colesterol Esteres de Colesterol
PC: Fosfatidilcolina
I Control PE: Fosfatidiletanolamina
[ Diabético |
**p< 0.01 vs control

Los valores representan la media +

SEM; n=10 (40 embriones) para cada grupo.

Andlisis estadistico: ANOVA y test de Tukey de comparaciones miiltiples
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Grafico N" 17
“Niveles de lipidos neutros en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo 1. Efecto de

PGE,” ‘.J
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=1 Control + PGE,

[ Diabético |
55N Diabético | + PGE,

**p<().01 vs control
Los valores :2presentan la media + el SEM. n=10 (40 embriones) pura cada grupo.

Andlisis estadistico: ANOVA y test de Tukey de comparaciones muiltiples
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Grdfico N° 18

“Niveles de lipidos polares en embriones controles y diabéticos tipo 1"
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Fosfatidiletanolamina

Los valores representan la media + SEM; n= 10 (40 embriones) para cada grupo.

Anadlisis estadistico: ANOVA de una via, las diferencias entre lo: :rupos no son

significativas
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Al analizar los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II, no se hallaron diferencias
significativas, respecto de los embriones de rata sana, en los niveles de lipidos en ninguna
de las especies lipidicas analizadas. Por otra parte la adicion de PGE; al medio de
incubacion, en condiciones similares a lo descripto previamente, no modifico los niveles de
lipidos evaluados (Grafico N° 19).

Grafico N° 19

“Niveles de lipidos neutros en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo 11"’

45

40

31 I
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Lipidos neutros
(ng/mg de proteina)
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0 T T T
Triglicéridos Colesterol Esteres de colesterol

I Control
[ Diabético Il
=] Diabético Il + PGE,

*p<0.05 vs control

Los valores representan la media + el SEM; n=10 (40 embriones) por grupo. Andlisis

estadistico: ANOVA, las diferencias entre grupos no son significativas.
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Seccion 1Vb
SINTESIS DE LiPIDOS A PARTIR DE PRECURSORES RADIACTIVOS

C_Acetato de sodio

Durante su desarrollo, el embrion utiliza lipidos para diferentes funciones. El origen de
estos lipidos, segin se descnbi6 previamente, puede ser materno o endogeno, por sintesis
propia del embrion.

Con el objeto de estudiar la sintesis de lipidos en el embrion de rata sana y diabética
durante la organogénesis temprana, se utilizo como marcador al '*C-Acetato de sodio (1.2
uCi/ml). Dicho marcador se incorpora a los glicerolipidos en los acidos grasos sintetizados
de novo, o a través de la via de sintesis de colesterol. (Figura N° 4). Luego de tres horas de
incubacion en condiciones de temperatura y gaseado controlado previamente indicadas, la
incorporacion de marca, indicador de sintesis de novo, se encontro disminuida en los
embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I en relacion a los embriones de rata sana.
Dicha caracteristica se observo en todas las especies lipidicas analizadas: fosfatidilcolina
(p<0.001), fosfatidiletanolamina (p<0.01), colesterol (p<0.05), triacilglicéridos (p<0.001) y
ésteres de colesterol (p<0.05) (Graficos 20 y 21).

Estudios realizados por distintos autores, demostraron la capacidad de PGE; de revertir
anomalias morfoldgicas inducidas en el embridn por el entorno diabético. Los resultados
previos, mostraron un menor contenido embrionario de esta prostaglandina en los
embnones de rata diabética tipo 1.

Habiendo observado que en estos embriones existen anomalias en la sintesis de lipidos, y
conociendo que las prostaglandinas poseen efectos moduladores sobre el metabolismo
lipidico, se estudié el efecto de PGE; sobre la sintesis de lipidos. De esta forma se ha
procurado analizar el mecanismo de accion de esta prostaglandina sobre compuestos de
importancia para el desarrollo y crecimiento del embrion.

La adicion de PGE; en el medio de incubacién, no modificé los valores de incorporacion
del trazador sobre los lipidos sintetizados en los embriones de rata sana. Sin embargo, se
observo que la adicion de dicha prostaglandina logrd revertir las anomalias en la sintesis de

lipidos, observadas en el embrion de rata diabética tipo I. Efectivamente, se observaron

104



Resultados

incrementos en la incorporacion de la marca en fosfatidilcolina (p<0.01),
fosfatidiletanolamina (p<0.001), tnacilglicéridos (p<0.001) y ésteres de colesterol (p<0.05).

La sintesis de colesterol no resultdé modificada por la adicion de PGE, (Graficos N° 20 y

21)

Figura N° 4

“Via de incorporacion del 14C-Acetato de sodio a glicerolipidos y colesterol”

“C-Acetato____ *Acetoacetato . _ / / -_p*Colesterol

*Acetil-CoA Glicerol

Glicerol-3P
*Acidos grasos— *Acil-Co

* Acido fosfatidico

*Triglicérido

* Diglicérido

*Fosfatidilcolina

Colina » CDP-Colin
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Grafico N° 20

. 14+ . , . .
“Incorporacion de " C—Acetato de sodio a lipidos polares en embriones de ratas sanas_y
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Los valores representan la media + SEM; n=12 (48 embriones) para cada grupo .Ardlisis

estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Grdfico N° 21
“Incorporacion de 14C-Acetato de sodio a lipidos neutros en embriones de ratas sanas _y

diabéticas tipo I” |
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*n<0.05 vs control,
#p<0.05 vs diabético, ###p<0.001 vs diabético
Los valores representan la media + SEM; n=I12 (48 embriones) para cada grupo.

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples

Se estudié la sintesis de lipidos polares y neutros en embriones provenientes de ratas

diabéticas tipo I1. La incubacion en presencia del trazador '*C-Acetato de sodio indico
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disminucion en la incorporacion de triacilglicéridos (p<0.01) y ésteres de colesterol (p<
0.05) respecto de los embriones sanos. No se hallaron diferencias en la incorporacion ae
marca en colesterol y fosfolipidos. Por otra parte, la adicion de PGE, en el medio de
incubacion de los embriones de rata diabética tipo II, no modificé la incorporacion de
marca en las especies lipidicas analizadas (Grafico N° 22).

Grdfico N° 22

“Incorporacion de "C.Acetato de sodio a lipidos polares y neutros en embriones de ratas

sanas_y diabéticas tipo 11"
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*¥*n<0.01 vs control; *p<0.05 vs control
Los valores representan la media + SEM; n=12 (48 embriones) para cada grupo.

Analisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miltiples
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“eAcido Oleico

Con el objeto de identificar el nivel donde se originan las alteraciones descriptas en la via
de sintesis lipidica, se estudio la sintesis de liptdos a partir de otro trazidor radioactivo
['"C]-Acido Oleico. Este trazador se incorpora a los glicerolipidos y ésteres de colesterol
por medio de esterificacion a glicerol 3-P o colesterol, respectivamente. Embriones de rata
sana y de rata diabética tipo I de dia 10.5 de gesta fueron incubados durante tres horas en
presencia de ['*C]-Acido Oleico (0.5 pCi/ml), en condiciones de temperatura y gaseado
controlado. No se evidenciaron diferencias significativas cn la incorporacion del acido
graso marcado a lipidos embrionarios de animales diabéticos con respecto a los sanos en
ninguno de los lipidos analizados en este experimento (Grafico N° 23). En el mismo
senlido, la presencia de PGE; en el medio de incubacion no modifico la incorporacion del
acido graso marcado. ni en embriones de ratas sanas ni en los provenientes de ratas

diabéticas tipo 1.
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Grafico N° 23
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Los valores representan la media X SEM; n= 6 (24 embriones) para cada grupo. Andlisis

estadistico: ANOVA de una via, las diferencias entre grupos no son significativas

=> Conclusiones del capitulo IV

La patologia diabética durante la prefiez induce anomalias sobre el metabolismo de lipidos
del embrién. En los embriones de rata diabética tipo I, los niveles de triacilglicéridos se
encuentran incrementados, no evidenciandose diferencias para el resto de las especies
lipidicas evaluadas. En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I no se

observan diferencias significativas en los niveles de lipidos estudiados.
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La sintesis de novo de lipidos a partir de '*C-Acetato de sodio, sc encuentra alicrada en los
embriones provenientes de ratas diabéticas tipo 1, en los cuales la incorporacion de marca
resulto disminuida en todas las especics lipidicas analizadas. El agregado de PGE; revierte
cste anomalia, logrando que los niveles de lipidos sinictizados a partir del acetato marcado
sean semejantes a los valores en el grupo control.

En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II las alteraciones en la sintesis de
lipidos a partir de ''C-Acetato de sodio, solo se observan en dos cspecies lipidicas:
triacilglicéridos y esteres de colesterol. En ellas la incorporacion de marca fue menor. Estas
anomalias no se modifican por agregado de PGE,.

La alteracidn en la sintesis de lipidos tendria lugar en los pasos previos a la esterificacion
de los acidos grasos, puesto que la sintesis de lipidos complejos, a partir del '*C-acido

oleico no resulta afectada por el estado diabético.
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Capitulo V

= Influencia de la 15dPG.J; sobre el metabolismo de lipidos embrionarios

Ifectos de 15dPGJ, sobre la masa de lipidos embrionaria

La 15dFGi, es una prostaglandina con efecto reguiatorio sobre la sintesis y degradacion
lipidica, puesto que es el ligando natural del receptor nuclear PPARY, el cual promueve la
expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos en distintns tipos celulares
(Forman y col, 1995; Rosen y col, 2000).

Se evalud el efecto de 15dPGJ, sobre los niveles y la sintesis de novo de lipidos en
embriones provenientes de¢ ratas sanas, ratas diabéticas tipo [ y tipo I;. Los embriones
fueron incubados durante tres horas en condiciones controladas de tempcratura y gascado
(37° C y atmésfera de carbogeno, con agitacion) en presencia de 15dPGJ, (10° M),

En primera instancia, se estudiaron los efectos de 15dPGJ; sobre la masa de lipidos
neutros. Los resultados demostraron una disminucion de la masa lipidica en los embriones
de rata sana que fueron incubados con 15dPGJ,. Esta disminucion fue del 30% en
colesterol (p<0.01) y ésteres de colesterol (p<0.0S), y del 40% (p<0.01) en los
triacilglicéridos, respecto del control sin adiciones. Por otra parte, en los embriones
provenientes de ratas diabéticas tipo 11, se observo una disminucion en los niveles de masa
de las especies colesterol (p< 0.01) v ésteres de colesterol (p< 0.05) en presencia de
15dPGJ,. Sin embargo.a diferencia de lo observado ¢n embriones de ratas sanas, no sc

modificaron los niveles de triacilglicénidos por adicion de dicha prostaglandina. (Grafico N°

24).
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Grdfico N” 24
“Masa de lipidos neutros en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo Il. Efectos de

15dPGJ,"
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Los valores representan la media + SEM; n=7 (28 embriones) para cada grupo

Anadlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miultiples

A diferencia de lo observado en los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo 11, los
embriones de ratas diabéticas tipo I no registraron cambios en los niveles de masa por la
adicion de 15dPGJ,. La masa de triacilglicéridos en los embriones de ratas diabéticas tipo
I, fue mayor que en los controles, tal como se describié previamente (p<0.01) (Grafico

N°25)
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Grafico N° 25
“Masa de lipidos neutros en embriones de ratas sanas y diabéticas tipo I. Efectos de

15dPGJ;"
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Los valores representan la media + SEM; n=7 (28 embriones) para cada grupo. Andlisis

estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miiltiples

114




Resultados

Sintesis de lipidos a partir de '*C-Acetato de sodio y efectos de 15dPGJ,

A continuacion se decidio determinar si 15dPGJ; afectaba la sintesis de novo de lipidos a
partir del trazador radioactivo ['*C)-Acetato de sodio (1.2 pCi/ml). Para cumplir con dicho
objetivo, los embriones de ratas sanas y de ratas diabéticas tipo I y tipo II fueron incubados
durante tres horas en condiciones de temperatura, y gaseado controladas, similares a las
indicadas previamente, y en presencia del trazador radioactivo y de 15dPGJ,. Se analiz¢ el
efecto dosis dependiente de 15dPGJ, Para ello los embriones de ratas sanas fueron
incubados en presencia del trazador radioactivo y tres concentraciones diferentes de la
prostaglandina (2.10%, 2.107 y 2.10®M). S6lo la mayor concentracién utilizada (2.10%)
produjo cambios sobre la incorporacion del trazador. A dicha concentracion, el agregado de
15dPGJ; provocé la disminucion en la incorporacion de la marca en todas las especies
lipidicas analizadas respecto del control sin adicion: fosfolipidos (p< 0.01), colesterol (p<
0.001), tnacilglicéridos (p< 0.01) y ésteres de colesterol (p< 0.001) (Grafico N° 26).
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Grdfico N° 26

“Efecto dosis dependiente de 15dPGJ; sobre la sintesis de lipidos embrionarios”
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Los valores representan la media £ SEM; n=5 (20 embriones) para cada grupo

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tuckey de comparaciones muiltiples

Se evaluaron los efectos de 15dPGlJ; sobre la sintesis de lipidos en el modelo de diabetes
tipo II. Los resultados fueron similares a los observados previamente, mostrando un efecto

inhibitorio en la incorporacion del acetato marcado a los lipidos sintetizados “de novo”,
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tanto en lipidos polares como en lipidos neutros (Graficos N° 27 y 28). El porcentaje de
disminucion de incorporacion alcanzé valores que oscilan entre el 30 y el 40 % para los
lipidos neutros (colesterol p<0.05, ésteres de colesterol p<0.01, triacilglicéridos p<0.05),

mientras que en lipidos polares la disminucion en la incorporacion de acetato fue del 50%

(p<0.001) en relacion a los grupos no tratados con la prostaglandina.

Grdfico N°27

“Influencia de 15dPGJ, sobre la sintesis de lipidos neutros en embriones de ratas

diabéticas tipo 11"
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Los valores representan la media + el SEM; n= 8 (32 embriones) para cada grupo

Analisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Grdfico N° 28
“Efecto de 15dPGJ,; sobre la sintesis de lipidos polares en embriones de ratas diabéticas

tipo 11"
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Los valores representan la media + SEM; n= 8 (32 embriones) para cada grupo.Andlisis

estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Se analizo cl cfecto de la prostaglandina sobre la sintesis de lipidos en los embriones
provenicntes de ratas diabéticas tipo 1. Como ya se describio en el capitulo 1V, los niveles
dec incorporacion dc marca cn los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo 1 fue
menor para todas las espccies analizadas (lipidos polares y neutros) respecto de los
embriones provenientes de ratas sanas. Dc igual manera a lo obscrvado en los embriones
sanos y de ratas diabéticas tipo 1. se observo un efecto inhibitorio de i5dPGJ; sobre la
sintesis de lipidos. En los lipidos neutros, la disminucion de la marca fue un efecto claro en
todas las especics analizadas y oscilo entre el 30 y 50%: (colesterol (p< 0.05) ésteres de
colesterol (p< 0.01)), siendo muy importante el efecto sobre los triacilglicéridos, donde la
disminucion de la marca fue cercana al 50% (p< 0.001) (Grafico N° 29). El mismo patron
s¢ observo en los lipidos polares, para los cuales la dismminucion fue cercana al 50 %

respecto de los embriones de ratas diabéticas sin adicion (p< 0.01) (Grafico N° 30)
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Grdfico N° 29

“Efecto de 15dPGJ; sobre la sintesis de lipidos neutros en embriones de ratas diabéticas

tipo I”
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Los valores representan la media + SEM; n=8 (32 embriones) para cada grupo

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Grdfico N° 30

“Efecto de 15dPGJ, sobre la sintesis de lipidos polares en embriones sanos y de ratas

diabéticas tipo I”
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Los valores representan la media + SEM; n=8 (32 embriones) para cada grupo. Andlisis

estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Niveles embrionarios de sintesis y liberacion de 15d1’(sJ;

Puesto que la adicion exogena de 15dPGJ, media un mecanismo inhibitorio sobre la
sintesis de lipidos. y ésta a su vez, se encuentra senstblemente disminuida en los embriones
de rata diabética tipo 1, se estudiaron los niveles endogenos de dicha prostaglandina. Se
analizo el contenido embrionarto asi como los niveles de este compuesto liberados al medio
luego de una hora de incubacion. Los resultados mostraron que 15dPGJ, es sintetizada
durante la organogénesis temprana v que tanto el contenido embrionario (p<0.001) como
los niveles del compuesto liberado al medio de incubacion (p<0.01) fueron menores en los
embriones provenientes de ratas diabéticas tipo 1 (Graficos N° 31 a y b) con respecto a los

provenientes de animales sanos.

Grdfico 31 A

“Contenido de 15dPGJ, en embriones de ratas sanas y ratas diabéticas tipo I”
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Grafico N° 31 B

“Niveles de 15dPGJ2 liberados al medio de incubacion
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Los valores representan la media + SEM; n= 8 (32 embriones) para cada grupo.

Andlisis estadistico: test t de Student

Ifecto de agonistas de PPARy sobre la sintesis de lipidos

Los efectos biologicos de 15dPGJ), pueden ser dependientes o independientes de la
activacion del receptor nuclear PPARy. Sobre la base de los resultados obtenidos, se
decidio estudiar si el efecto inhibitorio de dicha prostaglandina sobre la sintesis de lipidos
embrionarios era mediado por la activacion del receptor nuclear PPARy. Para ello se

evaluaron los efectos de un agonista (troglitazona) y un antagonista (BADGE) del receptor
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nuclear PPARy, ambos sintéticos, sobre la incorporacion de '‘C-Acetato de sodio a lipidos
neutros y polares de embriones provenientes de ratas control. Para cumplir dicho objetivo,
embriones de ratas sanas fueron incubados en condiciones controladas de temperatura y
gaseado, previamente descriptas, durante tres horas en presencia del trazador radioactivo. y
de 15dPGJ; (2.10°), BADGE (10 M) o troglitazona (451M), segin correspondiera. Los
resultados indicaron que BADGE no modifico los niveles de incorporacion del precursor
marcado en ninguna de las especies lipidicas analizadas, excepto colesterol, sobre el cual el
efecto fue inhibitorio (p< 0.001 vs control sin adicion). Tampoco fue capaz de impedir la
accion inhibitoria de 15dPGJ; sobre la sintesis de lipidos, cuando ambos compuestos fueron
agregados simultineamente al medio de incubacion. Por otra parte, troglitazona no tuvo
efecto sobre lipidos polares, pero mostro una accion inhibitoria sobre la incorporacion del
precursor radioactivo a colesterol (p<0.001) y ésteres de colesterol (p<0.01) (Graficos N°
32y 33)
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Grdfico N° 32

“Agonistas y antagonistas del receptor nuclear PPARYy vy sintesis de lipidos polares”

80

70 -

50 - *

40 ’

30 A

dpm/ug proteina

20 -

['“C]-Acetato incorporado

10 4

0 - T

Control 15dPGJ, BADGE BADGE + 15dPGJ; Troglitazona

* p<0.05 vs control

Los valores representan la media + SEM; n=12 (48 embriones) para cada grupo.

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones miuiltiples
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Grafico N° 33

“Aponistas y antagonistas de PPARy vy sintesis de lipidos neutros’’
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Los valores representan la media + el SEM; n=12 (48 embriones) para cada grupo.

Andlisis estadistico: ANOVA de una via y test de Tukey de comparaciones multiples
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Expresion de los factores de transcripcion PPARy y PPARS/O

Se estudio la expresion del factor de transcripcion PPARYy en el periodo de organogénesis
temprana (dia de gestacion 10.5, 11.5 y 13.5). Se observo, que la expresion de este factor de
transcripcion no se detecta hasta el dia 13.5, en el cual la expresion se evidencia como una
banda muy tenue. En el dia 10.5, no se observo expresion de PPARy en embriones de ratas

sanas ni en embriones de ratas diabéticas.

Figura N°5
“Expresion del factor de transcripcion PPARy”

C105 DI10S PM __ C115 C135

o

50 KD '

-

35KD

Western blot para deteccion de PPARy en embriones de ratas sanas(C) de dia 10.5, 11.5,
13.5 de gestacion, y embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I (DI 10.5). PM:
marcador de peso molecular. La imagen es representativa de tres experimentos

independientes.

Algunos trabajos postulan que el factor de transcripcion PPARP/S regularia la expresion de
PPARy (Bastie y col, 1999), y ademas modularia la actividad sintética de lipidos en el
sistema nervioso en formacion (Basu-Modak y col, 1999). Tomando en cuenta estos
antecedentes y la expresion ubicua de este factor de transcripcion, decidimos analizar su
expresion en el embrion de rata sana y rata diabética durante la organogénesis.

Se detectdo que la expresion del receptor PPARP/6 en el dia 10.5 de gestacion es
importante, representada por una banda aproximadamente de 50 KD cuya intensidad es

similar en embriones controles y en aquellos provenientes de ratas diabéticas tipo 1. Se
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observd también la expresion de este factor de transcripcion en el dia 11.5 y 13.5 de
gestacion. Se realizé en forma paralela un control negativo omitiendo el primer anticuerpo,

no obteniéndose sefial.

Figura N’ 6
“Expresion del factor de transcripcion PPARB/6”

70 KD
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35KD

Western blot para deteccion del factor de transcripcion PPARB/6 en embriones de ratas
sanas(C)de dia 10.5, 11.5, 13.5 de gestacion, y embriones provenientes de ratas diabéticas

tipo I (DI 10.5). La imagen es representativa de tres experimentos independientes.

= Conclusiones del capitulo V

La adicion de 15dPGJ; al medio de incubacion provoca una inhibicion en la incorporacion
del trazador radiactivo en todas las especies lipidicas analizadas. Dicho efecto se manifiesta
tanto en embriones de ratas sanas como en aquellos provenientes de ratas diabéticas tipo I
y tipo II.

La masa de lipidos neutros resulta modificada por la adicion de 15dPGJ,, tanto en los
embriones de ratas sanas como en los provenientes de ratas diabéticas tipo II. Sin embargo,
15dPGlJ; no modifica la masa en embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I, donde se

observan menores niveles endogenos de 15dPGJ».
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El efecto inhibitorio de 15dPGJ,, resulta ser independiente del receptor nuclear y factor de
transcripcion PPARY, puesto que el tratamiento con un antagonista de dicho receptor no es
capaz de evitar los efectos de la prostaglandina. Ademas, no se detectd expresion del factor
de transcripcion PPARy en la organogénesis temprana, cuya expresion resulta positiva solo
en un periodo de desarrollo posterior (dia 13.5 de gestacion).

La expresion del factor de transcripcion PPARP/S, fue detectada en el dia 10.5 de gesta; no
se hallaron diferencias entre embriones de animales sanos y diabéticos en cuanto a la

magnitud de su expresion.
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< DISCUSION

La prefiez diabética ha sido asociada con la aparnicion de malformaciones congénitas
(Kucera y col, 1971, Soler y col, 1976; Mills, 1982). A pesar del tratamiento insulinico y
del estricto control metabdlico previo a la concepcion y durante la gestacion, las
malformaciones congénitas siguen siendo la mayor causa de morbilidad y mortalidad de los
hijos de las pacientes diabéticas (Reece, 1996).

Los mecanismos asociados a la aparicion de las malformaciones no han sido totalmente
clarificados, si bien el estado metabolico materno seria el responsable de estos problemas
(Lucas y col, 1989; Pampfer y col 1994 y 1995).

Varios estudios han demostrado que la alteracion del metabolismo del acido araquidonico
es causa de la aparicion de malformaciones en la gestacion diabética (Goldman y col, 1985;
Wentzel y col, 1999; Piddington y col, 1986).

En este estudio se realizo un analisis de diferentes metabolitos involucrados en la aparicion
de anomalias congénitas durante la prefiez diabética, especificamente durante el periodo de
organogénesis temprana. En esta etapa, caracterizada por cambios morfoldgicos de
importancia, comienza la formacién de organos, y es el periodo de mayor susceptibilidad a
la accion de teratogenos (Pierce y col, 1995). En este estudio se analizaron dos modelos
experimentales diferentes de diabetes. El modelo de diabetes tipo I, dependiente de insulina

y el modelo de diabetes tipo 11, no dependiente de insulina.

El entorno diabético afecta la morfologia embrionaria

Estudios previos han analizado las caracteristcas maternas en modelos de diabetes tipo I
inducida por estreptozotocina. Dichos trabajos sefialan glucemias elevadas, menores niveles
circulantes de insulina y reducido aumento del peso corporal durante la gesta (Urie-Hare y
col, 1985). Nuestras observaciones en las ratas diabéticas tipo I concuerdan con estos datos,
tanto en los parametros séricos analizados como en las condiciones matemnas propias de la
prefiez. Este tipo de diabetes afecta a la prefiez en forma tal que ésta no llega a término,

observandose pérdida fetal previa o durante el periodo de organogénesis temprana.
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El modelo de diabetes tipo 1l en la rata, caracterizado por Portha (Portha y col, 1979) es de
menor severidad, presentando glucemias elevadas y curvas de tolerancia anomalas en
relacion al animal sano, pero el alcance de estas alteraciones no es tan alto como en el
modelo de diabetes tipo I. En la rata diabética tipo Il no se observan alteraciones en la
tngliceridemia ni en el aumento de peso durante la gesta en relacion al control. Otra
diferencia es que en el modelo de diabetes tipo 11 la prefiez llega a término, mientras que en
el animal diabético tipo | observamos muerte materna o pérdida fetal a mediados de la
gestacion.

La patologia diabética materna induce la aparicién de diferentes alteraciones embrionarias.
El analisis morfologico de los embriones provenientes de ratas diabética tipo I, muestra un
incremento en los indices de reabsorcion v de malformaciones congénitas. Estas altimas
consisten mayormente en defectos de tubo neural, y en hiperplasia cardiaca. Ademas, se
observaron alteraciones en el proceso de rotacion axial embnonario, y una disminucion en
el numero de somitas. El bajo contenido proteico embrionario, considerado un muy buen
indice de crecimiento en esta etapa del desarrollo, evidencia el retraso de crecimiento
embrnonario en este modelo experimental.

Nuestros resultados concuerdan con estudios previos realizados por otros autores (Pinter y
col, 1986. Goldman y col, 1985: Eriksson y col, 1982) donde se observa una alta
incidencia de malformaciones y retraso en el crecimiento de embriones de ratas diabéticas
tipo L

En los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo Il. el estudio de las caracteristicas
morfologicas reveld anomalias, que en su mayoria resultaron circunscribirse, al igual que
en el modelo de diabetes tipo I, al tubo neural. En este modelo no se observaron
alteraciones en el proceso de rotacion axial ni en el numero de somitas, pero se detecto
menor contenido proteico, indicando retraso de crecimiento embrionario. aunque no tan
severo como en el modelo de diabetes tipo 1. Estudios realizados in vitro en presencia de
concentraciones crecientes de glucosa, muestran que este incremento se encuentra
relacionado con el aumento en la incidencia y la severidad de las malformaciones que se
desarrollan (Hod y col, 1986. Engstrom y col. 1991; Reece y col. 1995 Eriksson y col.

1998). Por lo antedicho pensamos que las diferencias morfologicas que hallamos entre los
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dos modelos experimentales de diabetes estan relacionadas con el grado de severidad de la
patologia, y vinculadas directamente con los niveles de glucemia maternos.

Los efectos del entomo diabético materno resultan ser perjudiciales para el embrion en
gestacion (Kitzmiller y col, 1978; Mills y col, 1982; Soler y col, 1976). Esto se ha
comprobado tanto en estudios realizados en modelos experimentales animales como en
humanos (Baker y col, 1990; Enksson y col, 1991; Wentzel y col, 1999 y 2001 Moley,
2001). En estos ultimos se ha establecido una clara relacion entre el control metabolico de
la madre y la incidencia de malformaciones congénitas. Dichas anomalias ocurren en el
periodo de organogénesis temprana, en el cual se producen los cambios morfoldgicos
fundamentales para el postenior desarrollo de los 6rganos embrionarios (Mills y col, 1979;
Mills y col, 1988, Greene y col, 1989). La técnica de cultivo de embriones
postimplantatorios de roedores y conejos permite estudiar el efecto de diversos teratogenos
sobre el desarrollo embrionario durante la organogénesis (New, 1978, Sadler y col, 1982).
Nuestros resultados muestran que el cultivo in vitro de embriones de rata sana en presencia
de suero diabético tipo I durante 24 horas, provoco anomalias morfologicas similares a las
observadas en los embriones obtenidos de ratas diabéticas tipo I. Se observé un aumento en
las malformaciones que en su mayoria correspondieron a defectos de tubo neural y
macrosomia del corazon, observandose asimismo una reduccion en el nimero de somitas y
retraso de crecimiento embrionano. Estos resultados concuerdan con trabajos previos
realizados en diferentes laboratonios (Eriksson y col, 1984; Piddington y col, 1996, Trocino
y col, 1995; Wentzel y col, 1996 y 2001). Dado que en estas experiencias el embrion
cultivado en presencia de un entommo diabético proviene de un animal sano, podemos
concluir que durante la etapa de organogénesis temprana el medio diabético induce la

aparicion de anomalias congénitas y de retraso de crecimiento embrionario.

Los niveles de ET-1 y su modulacion se encuentran alterados en los embriones de ratas

diabéticas

La ET-1 es un agente con alta capacidad vasoconstrictora (Masaki y col, 1996). La

expresion de su gen en las células endoteliales y su liberacion al plasma es promovida por
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insulina (Oliver v col. 1991; Piatti y col, 1996). La accion de este agente vasconstrictor es
contrabalanceada por el efecto vasodilatador del 6xido nitrico (Wood y col, 1996; Higuchi
y col, 1997). Ademas de su localizacion endotelial. ET-1 se expresa en diversos tejidos,
incluvendo el tejido embrionario y placentano.

En el embrion en organogénesis la ET-1 posee una importante funcion. Durante esta etapa,
la ET-1 actia como un morfogeno, involucrado en la formacion de estructuras
craneofaciales, cardiacas, del timo y de la paratiroides, todas estas estructuras derivadas en
parte de las células de cresta neural. Cuando no se sintetiza ET-1 por disrupcion de su gen o
de los genes que codifican las enzimas responsables de su activacion, se producen
anomalias en las estructuras derivadas del “mesoectodermo” (Kurthara y col, 1994 y 1995).
Si se bloquea farmacologicamente a los receptores ETA y ETB, se obtiene un patron
similar de anomalias (Kempf y col, 1998; Treinen y col, 1999). Trabajos realizados con
embriones diabéticos, sefialan la existencia de malformaciones en estructuras derivadas de
las células de cresta neural, espectalmente la micrognatia (Siman y col, 2000). Sin embargo
no se habia establecido una relacion entre estas anomalias y la ET-1. En este trabajo de
tesis, se ha demostrado la existencia de alteraciones en los niveles de ET-1 en los
embriones provenientes de ratas diabéticas. Estas alteraciones presentan caracteristicas
distintas en ambos modelos de diabetes.

En el modelo de diabetes tipo II, los niveles de ET-1 se encontraron incrementados respecto
a los embriones de ratas sanas. Varios estudios han sefialado el aumento en la expresion de
ET-1 en la patologia diabética tipo 1l y su participacion en desordenes tales como la
vasculopatia (Benigni y col, 1998) y la retinopatia (Park y col, 2000) inducida por la
diabetes. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado un incremento
de los niveles de ET-1 en el dafio pancreatico ocasionado por estreptozotocina (Gonzalez y
col, 1999). Estudios in vivo e in vitro han demostrado que el exceso de endotelinas esta
asociado con el retraso en el crecimiento fetal y placentario, debido a la vasoconstriccion
generada en los vasos sanguineos (Harvey-Wilkes y col. 1996: Neerhof y col. 1997
Edwards y col, 1997. Kelatan y col, 2001).

Teniendo en cuenta asimismo, los antecedentes que demuestran la importancia de la I-1-1

en el control de la migracion de las células de la cresta neural, podemos postular que
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niveles de ET-1 no controlados durante la organogenesis y la etapa de migracion y
diferenciacion de las células de cresta neural podria llevar a la generacion de anomalias
congénilas.

En este trabajo, hemos profundizado en los mecanismos de regulacion de los niveles de ET-
1 embrionanos, y hemos determinado que dichos niveles son regulados por NO. Este
agente vasodilatador resulto ser un modulador positivo de la sintesis de ET-1, observandose
a su vez que la inhibicion de la actividad NOS disminuye los niveles de ET-1 en forma
dosis dependiente. Esta regulacion se observa tanto en los embriones de rata sana como en
los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo II.

El NO cumple funciones morfogénicas durante la organogénesis. Este agente es necesario
para el desarrollo del sistema nervioso, induciendo la muerte celular en regiones especificas
del tubo neural. Por otra parte se encuentra involucrado en la formacion de la copa optica y
de los arcos branquiales (Lee y Juchau, 1994). Ademas, la inhibicion de la isoforma
endotelial de la NOS induce defectos en el desarrollo de las extremidades (Pierce y col,
1995), y anomalias en el desarrollo cardiaco tales como defectos en la formacion de los
tabiques atrial y ventricular, asi como de la valvula aortica (Feng y col 2002). Todos estos
datos sefialan que durante el desarrollo embrionario los niveles de NO deben ser
estrictamente regulados para evitar la muerte celular innecesaria y la aparicion de
malformaciones.

Asi como el NO es capaz de modular los niveles de ET-1, en distintos sistemas se
evidencia que ET-1 es reguladora de la produccion de NO. Esta influencia es positiva en
el caso de dafio pancreatico por inflamacion (Kakugawa y col, 1996) o destruccion del
organo endocrino por estreptozotocina (Gonzalez y col, 1999), y en el endotelio vascular
en respuesta a la vasoconstriccion aguda mediada por ET-1 (Moncada et al, 1991). En
forma diferente, en el tejido placentario ET-1 inhibe la actividad de iNOS y la produccion
de NO sacar espacio (Napolitano y col, 2000; Capobianco y col, 2003).

El analisis realizado en embriones de rata sana y diabética tipo Il indica que ET-1 regula en
forma negativa la sintesis de NO, observandose a su vez que el bloqueo de los receptores
ETA y ETB resulta en un incremento de los niveles de NO. Estas evidencias indican que en

el embrion en etapa de organogénesis existe un mecanismo de interregulacion de los
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niveles de NO y de I:1-1. I‘n el embrion de rata diabética tipo I, los niveles incrementados
de oxido nitrico podrian estar induciendo el aumento que hemos observado en los niveles
de [I:1-1, mientras que el mayor contenido de Is1-1 podria estar evitando una
sobreproduccion adicional de oxido nitrico en estos embriones.

Trabajos previos realizados con embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I,
demostraron la capacidad moduladora positiva del NO sobre la sintesis de prostaglandinas
(Jawerbaum y col, 1998). Por otra parte estudios realizados en tejido pancreatico durante la
induccion de diabetes por estreptozotocina demostraron la capacidad moduladora de ET-1
sobre la produccion de prostaglandinas (Gonzalez y col, 1999). En este estudio se evaluo la
existencia de un mecanismo de modulacion de la sintesis de prostaglandinas embrionarias
por accion de ET-1. Los resultados mostraron que ET-1 no regula la sintesis de PGE; en el
embnon en etapa de organogénesis temprana, en forma similar a lo observado en estudios
realizados en decidua y amnios (Mitchell y col, 1990).

El analisis del sistema ET-1/NO en los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I,
mostré anomalias en los niveles de ambos compuestos. En primer lugar, los niveles de ET-
1 se encontraron disminuidos. De esta forma, en el modelo severo de diabetes
experimental, donde se detectan malformaciones en organos derivados de la cresta neural,
existe una deficiencia en los niveles de I-1-1, probablemente vinculados a induccion de
malformaciones congénitas. Por otro lado, los niveles de NO endogenos se encuentran muy
elevados en relacion al control, mas ain que en el modelo de diabetes tipo II. Estos
resultados son semejantes a nuestras observaciones en células y otros tejidos diabéticos. En
efecto, hemos detectado un incremento en los niveles de NO en ovocitos (Jawerbaum y col
1998), pancreas (Gonzalez y col, 1999) y placenta a término de rata (White y col, 2002;
Capobianco y col, 2003) y pacientes diabéticos (Pustovrh y col, 2000).

Como ya se menciond, el aumento desmedido de NO, seria perjudicial para el desamrollo
embrionario puesto que generaria dafio al embrion en desarrollo induciendo muerte celular
por apoptosis y/o citotoxicidad al combinarse con otros radicales libres del oxigeno (Miller
y col, 1996; Eriksson, 1993).

Al analizar la modulacion de NO sobre la produccion de ET-1 en el embrion de rata

diabética tipo 1 se observd que la inhibicion de la actividad NOS no provocd una
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correspondiente disminucion en los niveles de ET-1, aunque el agregado de NO exogeno
modulo positivamente dichos niveles. Resulta paradojico que, st bien la produccion de NO
esta incrementada, este compuesto no es capaz de modular en forma positiva la sintesis de
ET-1, a diferencia del efecto observado en los embriones provenientes de ratas sanas y
diabéticas tipo 11.

El NO pierde rapidamente su actividad bioldgica por inactivacion en presencia de especies
reactivas de oxigeno. Existen varios estudios que demuestran que dichas especies estan
incrementadas en la patologia diabética, y que inducen malformaciones congénitas en el
embrion de madre diabética (Eriksson y col, 1991 y 1993. Hagay y col. 1995. Wentzel y
col, 1997; Yangy col, 1998).

Segun dichos antecedentes, evaluamos st la remocion de especies reactivas del oxigeno
mediante la adicion de una enzima antioxidante, podria modificar los niveles embrionarios
de ET-1. Sin embargo, el agregado de SOD al medio de cultivo no fue capaz de alterar el
contenido de ET-1 en estos embriones.

Por otra parte, a diferencia de lo observado en los embriones de ratas sanas y diabéticas tipo
II, ET-1 es incapaz de modular los niveles de NO en embriones de ratas diabéticas tipo 1.
In este modelo severo de diabetes mellitus, los mecanismos moduladores que regulan los
niveles de ambos merabolitos parecen estar ausentes. Probablemente esta falta de
regulacion sea una de las causas de los altos indices de pérdidas fetales y malformacion

que caracterizan al modelo.

Los niveles de I’GlL:, su transporte y su modulacion se encuentran alterados en los

embriones de ratas diahéticas.

Al analizar el contenido embrionario de PGE; en embriones provenientes de ratas
diabéticas tipo I encontramos que sus niveles estan disminuidos. Este hecho concuerda con
trabajos experimentales que demostraron que las anomalias morfologicas y el retraso en el
crecimiento observado en los embriones de animales diabéticos es producto de las

alteraciones en la cascada del acido araquidonico (Goldman y col, 1985) y de la deficiencia
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de PGE; (Piddington y col, 1996; Wentzel y col, 1999). Asimismo, nuestros resultados
indican que el cultivo de embriones sanos en presencia de suero diabético induce una
disminucion del contenido embrionario de PGE,, indicando que el entomo materno seria el
responsable de esta alteracion. St bien estos hallazgos son significativos, nuestros estudios
previos muestran que en el modelo experimental de diabetes tipo I la produccion de PGE,
se encuentra incrementada (Jawerbaum y col, 1998). Debe considerarse que las
prostaglandinas se sintetizan intracelularmente y se liberan al medio extracelular antes de
ser presentadas a sus receptores de membrana (Smith. 1989). Un aspecto interesante de
estos resultados es que, en forma semejante a lo observado en los embriones diabéticos tipo
II, el embrion de ratas diabéticas tipo I sintetiza y libera al medio de incubacion elevadas
concentraciones de PGE,. De hecho, tomandose en cuenta los valores totales (es decir, la
suma de la PGE; liberada mas su contenido intraembrionario), la produccion de esta
prostaglandina en el embrion de rata diabética tipo I es de un orden de magnitud mayor que
lo producido por el embrion de rata sana. Nuestros resultados indican que a pesar de la
deficiencia de acido araquidonico y del menor contenido embrionario del prostanoide, la
produccion de PGl:; en el embrion de rata diabética tipo [ es muy elevada.

Algunos estudios esbozan la posibilidad de que las prostaglandinas puedan acumularse
antes de ser liberadas. Existen evidencias de que la PGE; se acumula en el blastocisto antes
de la implantacion (Jones y Harper, 1984) o en el tejido uterino, en respuesta a una
concentracion elevada de progesterona (Gimeno y col. 1987; Motta y col. 1995). Dado el
requerimiento de la PGE, durante el cierre del tubo neural. podria considerarse que para
este proceso es necesaria la acumulacion de las prostaglandinas embrionarias, proceso que
podria encontrarse alterado en el embrion diabético. Se evaluo esta posibilidad mediante el
estudio del transporte, incorporacion y liberacion de 'H-PGE:, demostrandose que el
embrion diabético tipo I libera mas protaglandina al medio que el embrion de rata sana. De
igual forma, observamos una mayor liberacion de "H-PGE: en el embrion de rata sana
cultivado durante 24 horas en presencia de suero diabético. e esta forma nuestros
resultados indican que existe una menor acumulacion de PGl:; en el embrion de rata
diabética, que se deberia a una alteracion en el transporte de la misma y que

probablemente afecta al proceso de cierre de tubo neural que se encuentra alterado en esta
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parologia. A su vez, hemos demostrado que este defecto se acompaiia de una mayor sintesis
de PGl quizas con el objeto de compensar la pérdida anormal de dicha prostaglandina,
alteracion que podria llevar a una deplecion de su sustrato, el acido araquidonico,
disminucion que generaria a su vez daiio en la membrana de las células embrionarias.
alteraciones probablemente involucradas en la dismorfogeénesis inducida por la diabetes.
Puesto que las prostaglandinas son sintetizadas por dos isoformas de la enzima COX
(Smith y col, 1994; Llol y col, 1994), se ha considerado que el descenso en el contenido
embrionario de la PGE; se debe a la disminucion en la expresion de la COX II en
embriones sanos cultivados en presencia de suero diabético tipo 1 y en embriones
provenientes de ratas diabéticas tipo I, mientras que la expresion de la isoforma constitutiva
COX 1 no sufriria alteraciones, tanto in vivo como en el cultivo in virro (Wentzel y col,
1999). En este trabajo analizamos la expresion de las dos isoformas de la COX. Al igual
que otros autores (Win y col, 1997; Wentzel y col, 1999) detectamos en el embrion en etapa
de organogénesis temprana la presencia de la isoforma constitutiva COX 1. Nosotros,
utilizando la técnica de western blot, no hemos detectado la isoforma COX II embrionana,
mientras que otros autores han determinado su presencia mediante estudios de RNA
mensajero (Wentzel, y col, 1999). Los niveles de COX Il parecerian ser muy bajos durante
esta etapa del desarrollo. En efecto, estudios farmacologicos que evalian la capacidad
teratogénica de distintos inhibidores de la COX, demostraron incidencia de malformaciones
en ratas y conejos durante la organogénesis solo cuando los farmacos son mas selectivos
para COX I, mientras que no se observaron anomalias en el caso de farmacos mas
selectivos para COX Il (Davenpport y col. 2002).

Diversos estudios, varios de ellos realizados en nuestro laboratorio, han establecido que el
NO puede actuar combinandose al grupo hemo de la enzima COX, estimulando de esta
forma la sintesis de prostaglandinas en diferentes tejidos y tipos celulares tales como el
hipotalamo (Rettort y col, 1992). espermatozoides (Herrero y col. 1995). complejo oocito-
cumulus (Jawerbaum y col, 1998) y musculo liso de colon equino (Van Hoogmoed y col,
2002) entre otros. Nuestro trabajo previo mostro que, tanto en embriones de rata sana como
de rata diabética tipo 11 la sintesis de PGE; es modulada positivamente por accion del NO

(Jawerbaum y col, 1998). El presente trabajo, evalia la capacidad moduladora de NO sobre
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la sintesis de PGE; en el embrion de rata diabética tipo 1. Nuestros resultados indican que
en este modelo de diabetes, el NO no modula la sintesis de PGE; embrionaria, no
observandose efecto ni en presencia de NO exdgeno, ni al inhibir la sintesis endogena de
NO.

De esta forma, al igual que lo observado en el sistema [T1-NO, en los embriones
provenientes de ratas diabéticas tipo I no se evidencian mecanismos de regulacion de la
sintesis de PGl mediados por el NO, compuesto que si regula dichos niveles en los
embriones de ratas sanas y en los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I1.

Esta falta de modulacion de la sintesis de PGE; y el incremento de los niveles de NO,
serian doblemente perjudiciales para el embrion de rata diabética tipo 1. Por una parte debe
considerarse la participacion de la PGE; en el cierre del tubo neural y las anomalias
generadas por bajos niveles de la misma (Piddington y col, 1996). Por otra parte, el exceso
de NO generaria muerte celular por apoptosis en forma inespecifica (Lee y Juchau, 1994) y
contribuiria ademas, como radical libre, a la induccion de malformaciones congénitas que
en el entomo diabético provocan dichos compuestos (Eriksson y Borg, 1993: Miller y col,
1996, Wentzel y col, 1998 y 2001).

Concluimos que en los embriones de raras diabéticas tipo 1, existen defectos mas severos
que en el modelo de diabetes tipo 11, observandose no solo alteraciones en metabolitos con
actividad biologica de importancia para el desarrollo embrionario como la I<1-1, la PGl
v el NO, sino también en los mecanismos de regulacion que controlan los niveles de dichos

metabolitos y su liberacion.

Ll metabolismo lipidico embrionario se encuentra alterado en los embriones de ratas

diabéticas

La importancia de los lipidos a lo largo del desarrollo embrionario ha sido determinada por
diferentes estudios en diversas etapas de la gestacion. En el ovocito y en los primeros
eventos posteriores a la fecundacion, se postula que los lipidos, basicamente los
triacilglicéridos, brindarian soporte energético para los diversos procesos celulares, tales

como la transcripcion de mensajeros y la sintesis de nuevas proteinas (Kruip y col, 1983).
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En etapas mas tardias, su papel no quedaria solo reducido al abastecimiento de las
necesidades energéticas, sino que participarian en eventos de sefializacion, favoreciendo el
procesamiento de proteinas. tal es el caso del colesterol (Porter y col, 1996), estimulando el
crecimiento celular, via fosfoinositidos y diacilglicerol (Stricleman y Metzger, 1993,
Wentzel y col. 2001) v en eventos relacionados con la formacion de nuevas estructuras
brindado la materia prima para la formacion de membranas celulares y en el desarrollo del
sistema nervioso (Herz y Farese, 1999; Fishery col, 2001; Raabe y col, 1998 ).

En este trabajo hemos determinado el perfil lipidico del embrion y su capacidad sintética
endogena durante la organogénesis temprana. El analisis de los diferentes tipos de lipidos
sefalo que la fraccion mayoritaria de éstos corresponde a los fosfolipidos.

Al comparar los perfiles lipidicos de los embriones provenientes de ratas sanas y de ratas
diabéticas tipo I, solo se observaron diferencias en la masa de tnacilglicéridos, la cual
resultd incrementada en los ultimos. Esta caracteristica coincide con otros estudios previos
realizados en modelos experimentales de diabetes que indican una mayor acumulacion de
estos lipidos en el tejido uterino y en la unidad fetoplacentaria (Jawerbaum y col, 1994;
Shafrir y col, 1982). El embrion de madre diabética se desarrolla en un entorno anomalo
donde los niveles séricos de los distintos metabolitos se encuentran alterados. Entre ellos,
se observa un caracteristico aumento de tnacilglicéridos, principalmente como
consecuencia de la actividad incrementada de la enzima lipasa y de una menor actividad de
la enzima lipoproteinlipasa debido a la falta de insulina (Nikkila y col, 1977).
Teniendo en cuenta que existe una correlacion entre los niveles séricos y el contenido fetal
de tnacilglcéndos (Szabo y Szabo, 1974; Shafrir y col, 1978 Thomas, 1987),
probablemente la mayor acumulacion de estos metabolitos en el embrion diabético tipo |
durante la organogénesis sea el resultado de un mayor flujo de dichos compuestos desde la
madre diabética hacia el embrion. En efecto. los niveles séricos de triacilglicéridos de las
ratas diabéticas tipo I se encuentran elevados en relacion al animal sano.

A diferencia de lo antedicho, al analizar el perfil lipidico de los embriones provenientes de
ratas diabéticas tipo II. no se encontraron alteraciones respecto de los embriones de ratas
sanas. Por otra parte el analisis de los niveles de triacilglicéridos matemos no mostrd

ningun tipo de anomalia con respecto a las ratas sanas. [<stos resultados nos muestran
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nuevamente la estrecha vinculacion entre el estado metabolico materno y la presencia de
anomalias embrionarias. en este caso en relacion a las alteraciones del perfil lipidico.

Si bien la nutricion embrionana a lo largo de la gestacion depende de la transferencia de
nutrientes hacia el embrion, tales como glucosa, aminoacidos (Fawcett y col, 2000), y
acidos grasos poliinsaturados (Edson y Hull, 1975) el embrion posce capacidad intrinseca
para la sintesis de biomoiéculas (Herz y Farese, 1999: Fisher y col, 2002). En este estudio
se determiné que la sintesis embrionaria de lipidos a partir de trazadores radioactivos
durante la organogénesis temprana es un proceso activo. Al evaluar dicho proceso en el
embrion diabético. observamos importantes alteraciones. Utilizando como trazador el
acetato radioactivo, que se incorpora a los acidos grasos sintetizados de novo, observamos
una disminucion de la sintesis de todas las especies lipidicas evaluadas en relacion al
control. En forma diferente, cuando la sintesis de lipidos fue estudiada a partir de un acido
graso marcado, no se encontraron diferencias respecto de los embriones de ratas sanas.
Esto indicaria que en los embriones diabéticos tipo I la alteracion en la sintesis de lipidos
complejos se encontraria en un paso previo a la esterificacion de los acidos grasos. St bien
no se ha evaluado previamente el metabolismo lipidico en el embrion diabético en este
periodo de desarrollo, cuando en la gesta a término se administran acidos grasos
radioactivos a la madre, se observa una mayor marcacion de acidos grasos fetales,
indicador de una mayor transferencia matemo-fetal (Shafrir y col, 1982).

Por otro lado. si es conocido que los fetos diabéticos a término presentan una menor,
sintesis de lipidos neutros y fosfolipidos en la fraccion de surfactantes y fraccion residual
en los pulmones fetales (Moxley y Longmore, 1977). alteracion directamente vinculada al
sindrome de distrés respiratorio, complicacion neonatal de importancia en el hijo de madre
diabética.

En cuanto a los embriones provenientes de ratas diabéticas tipo I, si bien se hallaron
anomalias en la sintesis de lipidos a partir de acetato. en este caso ésta fue limitada a dos
especies lipidicas: triacilglicéridos v ésteres de colesterol. De esta forma. observamos que
durante la organogénesis el embrion de rata diabética posee alteraciones en el proceso de
sintesis lipidica de novo, observandose también en este caso que las anomalias en el

metabolismo lipidico son menos severas en el modelo experimental de diabetes tipo 11.
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Diversos estudios han demostrado que st se produce la disrupcion del metabolismo lipidico
embrionario o se altera la transferencia matemo-fetal de lipidos durante la organogénesis,
se originan malformaciones congénitas: El sindrome de Smith-Lemli-Optiz, que se
caracteriza por anomalias craneofaciales, enfermedades cardiacas congénitas y anomalias
en la formacion de los miembros, es causado por defectos en la sintesis embrionaria de
colesterol (Farese y Hertz, 1998). Anomalias similares se obtienen mediante la inhibicion
farmacologica de las enzimas implicadas en la sintesis de este lipido (Llirbat y col, 1997).
Si se altera el metabolismo de la colina, impidiendo su captacion o su metabolizacion a
fosfatidilcolina, se generan anomalias morfologicas en el embrion las cuales consisten
basicamente en defectos del tubo neural y retraso en el crecimiento embrionario (Fischer y
col, 2001 y 2002). La deficiencia en la captacion de mioinositol, provocado por el exceso
de glucosa, lleva a una menor sintesis de fosfatidilinositol, y esto a su vez, a la aparicion de
malformaciones y al retraso en el crecimiento embrionario (Hod y col, 1986; Strieleman y
Metzger, 1993. Wentzel y col, 2001).

Como ya se ha mencionado, el embrion de madre diabética se caracteriza por una mayor
incidencia de malformaciones congénitas (Eriksson, 1982; Martinez-Frias, 1992),
principalmente aquellas relacionadas con alteraciones en la formacion del tubo neural y el
corazon, fenotipos observados también por anomalias o deficiencias en el metabolismo de
lipidos. De esta forma, consideramos que las anomalias en el metabolismo lipidico de
embriones de ratas diabéticas, que hemos descripto, podrian estar involucradas en los

procesos de induccion de las malformaciones congénitas en la patologia diabética.

Trabajos previos demostraron la capacidad de las prostaglandinas, en particular PGE; y
prostaciclina, para modular el metabolismo de lipidos en diversos tipos celulares
(leucocitos mononucleares, preadipocitos), tejido adiposo y tejido uterino (Chatzipanteli y
col, 1992; Vassaux y col, 1992a; Krone y col, 1998; Sterin y col, 1984; Gonzalez y col,
1987). En particular se ha demostrado que la PGE; posee funciones moduladoras del
metabolismo lipidico, y que éstas son diferentes en cada tejido: es antilipolitica en
adipocitos (Chatzipanteli y col, 1992; Vassaux y col, 1992b), e inhibe la sintesis de lipidos
en leucocitos (Krone y col, 1998) y hepatocitos (Matter y col, 1992). Dichos efectos
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resultan ser directos o indirectos, y en algunos casos median la accion de otros mensajeros.
Dado el efecto benéfico que posee la adicion de PGE; sobre la morfologia del embrién
diabético (Goto y col, 1992), y el hallazgo de niveles alterados del prostanoide en dichos
embriones, se evalué el efecto de la adicion de PGE; sobre el metabolismo lipidico
embrionario.

Nuestros resultados muestran que la incubacion en presencia de PGE; no modificé la masa
de ninguna de las especies lipidicas analizadas en embriones de ratas sanas o diabéticas
tipo I y tipo Il. Tampoco modificd la sintesis lipidica a partir de acetato marcado en
embriones de rata sana y diabética tipo II, en los cuales el contenido de dicha
prostaglandina no es deficiente. Sin embargo, en los embriones de ratas diabéticas tipo I,
donde los niveles endogenos de PGE; son bajos, la incubacion en presencia del prostanoide
produjo un incremento en la sintesis hpidica de novo a partir de acetato marcado,
llevandolo a valores semejantes al control. De esta forma. observamos que en la rata
diabética tipo 1 existe una deficiencia en la sintesis lipidica de novo a partir de acetato,
alteracion que podria ser el resultado de una regulacion ejercida en el embrion para evitar la
excesiva acumulacion de lipidos, a la cual contribuye la transferencia incrementada de

acidos grasos de la madre diabética al embrion en desarrollo (Thomas, 1987).

El efecto de PGE; sobre la sintesis de lipidos a partir de acetato en el embrion diabético
podria ser una influencia directa sobre dicho proceso o una accion indirecta, ya que la
mejoria en el metabolismo de carbohidratos puede privilegiar el anabolismo lipidico por
sobre su catabolismo. En este sentido, estudios realizados en tejido uterino (Gonzalez y col,
1989) y en adipocitos (Richelsen y col, 1985) demuestran que PGE; estimula el
metabolismo de la glucosa.

Nuestros resultados indican que el entorno materno diabético provoca alteraciones en el
metabolismo lipidico embrionario y afecta la capacidad de sintesis de lipidos endogenos,
necesarios como moléculas estructurales del embrion en una etapa de alta proliferacion
celular y como compuestos que participan en procesos de sefializacion y por lo 1anto deben
estar presentes en el espacio y tiempo adecuados para asegurar el normal desarrollo del

embrion. I'n forma interesante, en el embrion diabético tipo I la adicion de PG, revierte
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esta anomalia, mecanismo probablemente involucrado en su capacidad de prevenir la

aparicion de malformaciones congénitas inducidas por la patologia diabética.

La 15dPGJ; modula el merabolismo lipidico del embrion en forma independiente del

receptor nuclear PPARy

La 15dPGJ; es una ciclopentenona identificada inicialmente como un producto formado in
vitro por el metabolismo de la prostaglandina D, mediado por albumina (Fitzpatrick y col,
1988). Posteriormente, esta prostaglandina ha sido identificada in vivo en fluidos
inflamatorios, con altos niveles de la misma en la fase resolutiva de la inflamacion (Gilroy
y col, 1999). La 15dPGJ, presenta un amplio espectro de accion biologica, que incluye la
actividad antitumorigénica, la inhibicion del ciclo celular, la supresion de la replicacion
viral (Fukushima, 1992), y los efectos antiinflamatorios (Rossi y col, 2000; Strauss y col.
2000). Sin embargo, no existen estudios claros acerca de una funcion especifica durante el
desarrollo embrionario. y en particular en la organogénesis temprana, previa al
establecimiento de la placentacion corioalantoidea.

I'n este trabajo de tesis se determino que el embrion en organogeénesis es capaz de
sintetizar 15dP(.J> y que sus niveles resultan comparables a los de PG, prostaglandina
sintetizada por el embrion e involucrada en el cierre del tubo neural. I'n forma interesante,
determinamos que los niveles de 15dP(.J> se encuentran disminuidos en el embrion de rata
diabética tipo 11, y mas ann en el embrion de rata diabética tipo 1.

Una caracteristica particular de las ciclopentanonas, es que sus receptores son factores de
transcripcion. En particular, la 15dPGJ,, es el ligando natural con mayor afinidad para el
receptor nuclear PPARy (Forman y col, 1995; Kliewer y col, 1995). Este factor de
transcripcion esta involucrado en el metabolismo lipidico. y en especial en la diferenciacion
de los preadipocitos a adipocitos (Rosen y col, 2000).

Tomando en cuenta estos antecedentes y conociendo la importancia de los lipidos durante
el periodo de organogénesis temprana, se decidio analizar los efectos de esta prostaglandina

sobre el metabolismo lipidico del embrion.
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En principio, se estudio la influencia de este prostanoide sobre la masa de lipidos neutros.
En embriones de ratas sanas la 15dPGJ, agregada en forma exogena provocod la
disminucion de la masa de colesterol, triacilglicéridos y ésteres de colesterol. En forma
similar, en los embriones de ratas diabéticas tipo I, se observo la disminucion en la masa
de colesterol y ésteres de colesterol. Si bien no existen reportes en tejido embrionario, el
tratamiento con tiazolidinedionas, ligandos sintéticos de PPARy utilizados para el
tratamiento de la diabetes tipo 11 (Lehman et al, 1995), producen una disminucion de los
niveles de lipidos séricos y tejidos perifericos (Oakes y col, 2001), mientras que los acidos
grasos se redireccionan hacia el tejido adiposo donde se induce un incremento en el namero
de adipocitos (Walczak y Tontonoz, 2002). En forma diferente, no se observaron efectos de
15dPGJ, sobre la masa de lipidos de los embriones de ratas diabéticas tipo I.

De esta forma, observamos nuevamente que mecanismos reguladores presentes en el
embrion sano y diabético tipo 11, no se detectan en modelos mas severos de diabetes.

Al evaluar el efecto de adiciones de 15dPGJ; sobre la sintesis de novo de lipidos mediante
la incorporacion de acetato de sodio marcado como trazador, demostramos que esta
prostagandina ejerce una clara influencia inhibitoria sobre la sintesis de fosfolipidos,
colesterol, tnacilglicéridos, y ésteres de colesterol en embriones de rata sana, diabética tipo
I v diabética tipo Il. En el caso de los embriones de rata sana y diabética tipo 1, este efecto
explicaria la accion inhibitoria de 15dPGJ; sobre la masa lipidica. En cuanto a los
embriones de rata diabética tipo I, quizas este efecto no se evidencie porque tal como fue
discutido previamente, estos embriones presentan ya en forma basal una disminucion en la
sintesis de lipidos a partir de acetato marcado, mas acentuada que en los embriones de ratas
diabéticas tipo 11.

De esta forma, podemos concluir que 15dP(.J, ejerce efectos inhibitorios sobre los niveles
y sintesis lipidica embrionaria. Dado que en los embriones de rata diabética se observan
niveles disminuidos de 15dI’GGJ; y una menor sintesis lipidica. ésta ultima alteracion seria
independiente de la accion de 15d1’GJ> sobre el metabolismo embrionario. Probablemente,
y tal como ocurre en el feto diabético a término (Moxley y lLongmore, 1977; Singh y

Ieigelson, 1983). la menor sintesis lipidica embrionaria sea el resultado de una mayor
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transferencia de lipidos, que produce como resultado un freno a los procesos anabilicos
del metabolismo lipidico (Herrera y col, 1985).

Se ha descripto que la accion de la 15dPGJ, puede ser mediada por el factor de
transcripcion PPARY, funcion claramente demostrada en el proceso de diferenciacion de
preadipocitos a adipocitos (Forman y col, 1995; Kliewer y col, 1995). Sin embargo se han
descripto algunos sistemas en que las acciones de esta prostaglandina son independientes de
este factor de transcripcion, entre ellos, el efecto apoptotico de 1 5dPGJ; en miofibroblastos
(Liying y col. 2001), y su influencia sobre la proliferacion celular en células mesangiales
(Rovin y col, 2002).

En este estudio se analizo si el receptor nuclear PPARy media los efectos de 15dPGJ; sobre
el metabolismo embrionario. El tratamiento con BADGE, un antagonista de dicho receptor
(Right vy col, 1999), no tuvo efecto per se sobre la sintesis de la mayoria de los lipidos
analizados, excepto sobre colesterol, donde se observo una accion inhibitoria.

La incubacion en presencia de 15dPGJ; y BADGE, no evito la inhibicion en la sintesis de
lipidos provocada por la prostaglandina. Se analizo ademas el efecto de troglitazona,
agonista farmacologico de PPARy que pertenece a la familia de las tiazolidinedionas,
drogas utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo Il (Saltiel y Olefsky, 1996). El
tratamiento con este agente no provoco ningun tipo de influencia sobre la sintesis de
fosfolipidos y triacilglicéridos, pero al igual que 15dPGJ,, ejercio un efecto inhibitorio
sobre la sintesis de colesterol y ésteres de colesterol. La troglitazona es un agente
hipolipemiante (Kersten y col, 2000), existiendo evidencias que indican que esta
tiazolidinediona inhibe la sintesis de colesterol en forma independiente del receptor nuclear
PPARy (Wang y col, 1999) y que ejerce efectos inhibitorios sobre la actividad de la acil-
CoA sintetasa 4 afectando la sintesis de tnacilglicéridos en forma independiente de PPARy
(Kim y col, 2001).

Por otra parte, se analizé la expresion de PPARy en el embrion durante la organogénesis
temprana, observandose su ausencia en embriones sanos v diabéticos en etapa de
organogénesis temprana, con expresion a partir del dia 13.5 de gestacion. Resultados

semejantes fueron observados en diferentes estudios al evaluar la presencia del mensajero
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de este receptor nuclear en embriones de raton, de rata y de humanos (Kliewer y col, 1994;
Braissant y Wahli, 1998; Huin y col, 2000).

De esta forma, nuestros resultados indicarian que la accion inhibitoria de 15dIPGJ; sobre
la sintesis lipidica embrionaria seria un efecto independiente de la activacion del factor
nuclear PPARy.

St bien este factor es necesario para la diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos
(Tontonoz y col, 1994), existen evidencias que indican que la actividad del receptor nuclear
seria necesaria solamente para los eventos finales en la diferenciacion (Vernochet y col,
2002). Se sugiere que otros factores intervienen en los procesos previos al desarrollo de los
adipocitos. Algunos estudios han indicado que la expresion de PPARY seria modulada por
la actividad del receptor nuclear PPARP/S (Bastie y col, 1999). La funcion especifica de
este ultimo no ha sido totalmente definida, pero debido a su amplia distribucion en los
tejidos periféricos, se cree que modularia el metabolismo lipidico en dichos tejidos (Oliver
y col, 2001; Vosper y col, 2002). Ademas se ha determinado que su expreston es continua
en el desarrollo embrionario a lo largo de la organogénesis, con alta penetracion en el
sistema nervioso (Braissant y Whali, 1998), en el cual modularia el metabolismo lipidico y
seria responsable de una correcta mielinizacion (Peters y col, 2000, Barak y col, 2002).
Sobre la base de estos antecedentes y considerando las anomalias observadas en el
metabolismo de lipidos del embrion de rata diabética, se analizo la expresion del factor de
transcripcion PPARP/6 en embriones sanos y de ratas diabéticas. Nuestros resultados
indican la presencia de la proteina en embriones sanos y en embriones diabéticos, sin
observarse diferencias en la expresion de dicho factor al comparar ambos grupos
experimentales. /<stos resultados, nos indicarian que las anomalias en el metabolismo
lipidico embrionario en el embrion de madre diabética no parecen deberse a alteraciones
en la expresion de los factores de transcripcion PPAR B'6 o y. Probablemente dichas
anomalias sean el resullado de una mayor rransferencia materna lipidica al embrion como
consecuencia del entorno materno anomalo inducido por la diabetes, lo que llevaria,
dependiendo del grado de severidad de la enfermedad, a alteraciones en la masa lipidica
embrionaria, o que dan como resultado una inhibicion de la sintesis endogena de los

lipidos del embrion.
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*» CONCLUSIONES

En este estudio hemos evaluado al embrion de rata sana. diabética tipo I y diabética tipo [1
en aspectos vinculados con su desarrollo durante el periodo de organogénesis temprana,
con el objeto de evidenciar factores involucrados en la aparicion de malformaciones
inducidas por la patologia diabética.

Por una parte se estudiaron agentes vasoactivos, de importancia morfogenética para el
embrion: la endotelina—1 y el oxido nitrico, necesarios en concentractones adecuadas para
pemitir el normal desarrollo embrionario. Los resultados obtenidos nos permiten concluir
que los niveles de ambos compuestos se hallan incrementados en embriones provenientes
de ratas diabéticas tipo II. A su vez, estos compuestos son capaces de regularse entre si.
Endotelina-1 modula en forma negativa la generacion de 6xido nitrico, este ultimo es un
regulador positivo para la sintesis de ET-1. De esta forma observamos que en el embrion
sano y en el embridn diabético tipo I, los niveles de estos agentes se controlan durante la
organogénesis. Si bien es conocido el efecto deletéreo de una deficiencia de ET-I, no
existen evidencias sobre influencias negativas de ET-1 en altas concentraciones sobre el
desarrollo del embrion de rata diabética tipo 1. Podemos inferir que el control negativo que
ejerce este mayor nivel de ET-1 sobre la produccion de NO seria beneficioso para evitar un
mayor incremento en los niveles de NO, que seria perjudicial para el desarrollo
embrionario.

A diferencia de lo observado en el embrion sano y diabético tipo II, el embrion de rata
diabética tipo 1, presenta niveles disminuidos de ET-1 y un alto contenido de NO. En este
modelo, caracterizado por marcadas anomalias del desarrollo embrionario, no se verifica
regulacion de NO sobre los niveles de ET-1. Puesto que el exceso de NO y la falta de ET-1
son perjudiciales para el embrion, es probable que estas alteraciones formen parte del
proceso de induccion de malformaciones embrionarias en este modelo mas severo de
diabetes.

La PGE, es otro agente vasoactivo de importancia para el embrion durante este periodo, ya
que participa en eventos de morfogénesis como el cierre del tubo neural. En este trabajo

encontramos un bajo contenido de PGE; en el embrion de ratas diabéticas tipo 1, mientras
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que la produccion de esta prostaglandina y su liberacion al medio de incubacion estan
incrementados. El estudio del transporte de 'H-PGE, exdgena parece indicar que estos
embriones tienen una menor capacidad para retener dicha prostaglandina. De esta forma, el
bajo contenido de PGE, embrionario, seria debido a un defecto en el mecanismo de
transporte del prostanoide. Esta alteracion se acompaiia por una sobreproduccion de PGE,,
quizas inducida inicialmente para compensar los bajos niveles intraembrionarios.

La generacion de anomalias morfologicas y de contenido y transporte de PGE;, también
pudo observarse en los cultivos de embriones de rata sana cultivados durante 24 horas en
presencia de suero diabético. Estos resultados avalan la importancia del entomo materno
diabético como responsable del origen de anomalias embrionarias, tanto morfologicas
como metabolicas.

En el embrion de rata diabética tipo I, donde los niveles de NO estan elevados, se
determind que este agente no modula la sintests de PGE;, a diferencia de lo observado
previamente en el embrion de rata sana y diabética tipo 1l. Nuevamente, observamos que en
el embrion de rata diabética tipo 1, se pierden mecanismos reguladores que serian de
importancia para el normal desarrollo embrionario.

El metabolismo lipidico durante el desarrollo embrionario es fundamental tanto para
sostener el proceso de morfogénesis como el de crecimiento. En este estudio observamos
que el embrion de rata diabética tipo 1 presenta niveles elevados de triacilglicéridos,
probablemente producto de una mayor transferencia lipidica materna al embrion. En este
modelo no se evidenciaron alteraciones en los otros lipidos neutros y polares analizados.
No se observo ninguna anomalia en los niveles de lipidos evaluados en el embrion de rata
diabética tipo Il en relacion al control.

Al estudiar la sintesis de lipidos embrionarios a partir de un precursor marcado ('*C-acetato
de sodio) determinamos que se trata de un proceso activo en esta etapa del desarrolio, y por
lo tanto ésta seria una fuente adicional a la transferencia de particulas lipoproteicas de
origen materno, conteniendo triacilglicéridos y colesterol a través del saco vitelino. La
sintesis lipidica esta disminuida en los embriones diabéticos tipo I con respecto a todas las
especies de lipidos estudiadas. Esta alteracion ocurre en los primeros pasos de la via

sintética de los acilglicéridos, puesto que la esterificacion del acido graso

149



Conclusiones

exégeno ''C-oleico a lipidos complejos, no se ve afectada en el embrion de rata diabética
tipo I. Asimismo, la sintesis de colesterol estaria afectada en sus pasos iniciales.

La adicion de PGE,, evita la aparicion de alteraciones en la sintesis de lipidos embrionarios
en este modelo experimental. Este resultado nos acerca ain mas al concepto de la
vinculacion existente entre las alteraciones del metabolismo lipidico embrionario y la
aparicion de anomalias congénitas

En los embriones de ratas diabéticas tipo 1 no se observan anomalias en la masa lipidica
embrionaria. Existen alteraciones en la sintesis de triactlghcéridos y ésteres de colesterol,
aunque éstas no alcanzan al colesterol ni a los fosfolipidos. En este modelo, donde no se
observa un menor contenido de PGE; embrionario, la adicion de esta prostaglandina no
modifica, al igual que en los embriones sanos, la sintesis lipidica embrionaria. De esta
manera, y en forma similar a los otros parametros estudiados previamente hemos hallado
menores alteraciones del metabolismo lipidico en este modelo de diabetes donde hay menor
incidencia de malformaciones embrionarias que en los embriones provenientes de animales
diabéticos tipo 1.

El estudio realizado con 15dPGJ,, prostanoide regulador del metabolismo lipidico, muestra
que durante la organogénesis embrionaria, dicho compuesto posee un efecto inhibitorio
sobre la sintesis lipidica, tanto en embriones sanos como diabéticos tipo [ y tipo Il.

Por otra parte, determinamos que 15dPGJ; es sintetizada por el embrion durante la
organogénesis, aunque el prostanoide no parece ser responsable de la disminucion de la
sintesis endogena de lipidos en los embriones de rata diabética tipo I, puesto que sus
niveles se encuentran disminuidos en dichos embriones.

Ensayos con antagonistas y agonistas de PPARy muestran que el mecanismo de accion de
15dPGJ» seria independiente de su receptor nuclear, cuya expresion no fue detectada en
esta etapa del desarrollo embrionario. En este periodo se detecto la presencia de PPARP/S,
cuya expresion no parece alterarse por el entorno diabético, pero deja una puerta abierta al
estudio de sus agonistas como moduladores del metabolismo lipidico embrionario durante
la organogénesis.

En base a lo expuesto en este trabajo de tesis, podemos decir que, en respuesta al grado de

severidad del entorno materno diabético, se afecta la sintesis, produccion y regulacion de
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agentes vasoactivos que alteran en forma directa el normal desarrollo del embrion.
Asimismo, el entomo matemo anémalo produce cambios en el metabolismo lipidico del
embnon diabético, cuya vinculacion con la aparicion de malformaciones congénita es un

aporte al entendimiento del origen de la dismorfogénesis en el hijo de madre diabética.
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