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"Agonistas de los PPAR como reguladores de anomalias fetales

inducidas por la diabetes materna ~

Resumen: En el presente trabajo se estudiaron anomal as en el coraz n y el
pulm n fetal en un modelo de diabetes moderada en rata y se evaluaron los efectos de
la administraci n de agonistas de los receptores activados por proliferadores
peroxisomales a y y (PPARa, PPARY) sobre dichas alteraciones.

En el coraz n y el pulm n fetal de rata diab tica se evidenci en forma sexo-
dependiente, sobreacumulaci n del pidos, disminuci n en la expresi n de enzimas de
oxidaci n lip dica, aumento en la producci n de xido n trico (NO) y lipoperoxidos y
disminucién de la expresién de PPARa y PPARY.

La administracién intrafetal de agonistas de PPARa (LTB4) y PPARy (15dPG]J2)
hacia finales de la gestaci n o tratamientos maternos con dietas enriquecidas en

cidos grasos agonistas de los PPAR durante toda la pre ez, mostraron regular varios
par metros alterados por la diabetes materna en coraz ny pulm n fetal, entre ellos la
an mala expresi n de los PPAR y de enzimas y transportadores involucrados en el
metabolismo lip dico, la sobreproducci n de NO y el da o oxidativo a | pidos. Varios
de los efectos de los agonistas de PPAR variaron de acuerdo al rgano y el sexo fetal.
Adem s, los tratamientos dietarios mostraron efectos particulares de acuerdo al tipo
de cido graso suplementado en la dieta materna.

De esta forma se identificaron anomalias en el metabolismo de lipidos y
marcadores de un estado pro-inflamatorio y pro-oxidante en corazones y
pulmones fetales durante la gestacion de rata diabética a término, que se
vinculan con alteraciones en la expresion y funcion de los receptores nucleares
PPAR. Estas anomalias podrian condicionar el desarrollo y funcion de dichos
organos teniendo consecuencias en la vida posnatal. A su vez, se describieron
efectos benéficos de los agonistas de PPAR como moduladores de las alteraciones

fetales provocadas por la diabetes materna.

Palabras claves: diabetes mellitus, gestaci n, pulm n, coraz n, feto, PPARaq,

PPARYy, | pidos, xidon trico



“PPAR agonists as regulators of fetal anomalies induced by maternal
diabetes”

Abstract: In this study, anomalies in the fetal heart and lungs were evaluated
using a mild diabetes rat model. Moreover, the effects of administrating peroxisome
proliferator activated receptor o and y (PPARa, PPARY) agonists on these alterations
were evaluated.

Regarding the anomalies produced as a consequence of the maternal diabetes, in
this study, fetal hearts and lungs from diabetic rats showed over-accumulation of
lipids, reduced lipid oxidation enzymes expression, increased nitric oxide (NO) and
lipoperoxides production and decreased expression of PPARa and PPARY.

For studying the effects of PPAR agonists administration on these anomalies,
two protocols were used, finding that the effect of the intrafetal administration of
PPARa and PPARy agonists (LTB4 and 15dPG]J; respectively) at the end of pregnancy
were similar to those observed when mothers received troughout pregnancy diets
enriched in fatty acids capable of activating PPARs. Both protocols regulated those
alterations induced by maternal diabetes in the fetal hearts and lungs; such as
impaired expression of PPARs and enzymes/transporters involved in lipid
metabolism, NO overproduction and lipid oxidative damage. The effects of PPAR
agonists varied depending on the fetal sex or organ analyzed. Moreover, the effect of
the maternal diet was related to the type of fatty acid enriched that it has.

Therefore, anomalies in the metabolism of lipids, pro-inflammatory and pro-
oxidant state markers were here identified in fetal hearts and lungs as
consequence of maternal diabetes in rats at term gestation. These anomalies were
linked to alterations in the expression and function of PPAR; that may influence
the development and functions of those organs, impacting on postnatal life. On the
other hand, the beneficial effects of PPAR agonists on these alterations were also

here described.

Keywords: diabetes mellitus, gestation, lung, heart, fetus, PPARa, PPARYy, lipids,

nitric oxide
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Introduccion

Introduccion

La diabetes mellitus

La Organizaci n Mundial de la Salud define a la diabetes mellitus como un
desorden metab lico que se caracteriza por hiperglucemia cr nicay trastornos del
metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las prote nas como consecuencia de
una deficiente secreci n o efecto de una hormona producida por el p ncreas
denominada insulina.

Seg nla Federaci n Internacional de Diabetes, la prevalencia promedio de la
diabetes mellitus es aproximadamente 8% a nivel mundial, acentu ndose en
aquellas regiones de ingresos medios y bajos, clasific ndose como una de las
nuevas pandemias. Se estima que 1 de cada 12 personas tiene diabetes y que casi
la mitad de ellas no fueron diagnosticadas. En el 2013 se calcula que nacieron 21
millones de ni os afectados por la diabetes en la gestaci n. En el a o 2014 se
produjeron casi 5 millones de muertes vinculadas a la diabetes mellitus a nivel
mundial. La prevalencia de esta enfermedad va en aumento por lo que se espera
que dentro de 15 a os afecte a m s del 10% de la poblaci n (Federacion
Internacional de Diabetes 2013, Forouhi y Wareham 2014), siguiendo nuestro pa s
la tendencia global.

El diagn stico de esta patolog a se realiza mediante estudios sencillos de
laboratorio cuyos criterios diagn sticos fuera del embarazo son: niveles basales de
glucemia elevados (mayor a 126 mg/dl) y/o glucemia elevada (mayor a 200
mg/dl) luego de 2 horas de una ingesta de 75 gramos de glucosa o dosada en
forma casual en dos oportunidades (Benzadon y col. 2014).

La Asociaci n Americana de Diabetes clasifica a esta patolog a en cuatro

categor as generales de acuerdo a su etiolog a:



Introduccion

1- Diabetes Mellitus Tipo 1, producto de la destruccion de las células 3
pancr ticas, que conduce a una deficiencia en la secreci n de
insulina.

2- Diabetes Mellitus Tipo 2, producto de un defecto secretorio
progresivo de la insulina en un entorno de insulinoresistencia.

3- Diabetes gestacional, aquella que cumple con los criterios
diagn sticos en el embarazo.

4- Tipos espec ficos de diabetes originados por otras causas, como por
ejemplo enfermedades del p ncreas exocrino, alteraciones
monog nicas (diabetes tipo MODY), o diabetes inducidas por

f rmacos (American Diabetes Association 2015).

Los tres primeros tipos son los m s prevalentes en la poblaci n y en los
cuales se explayar esta introducci n, siendo la diabetes tipo 2 la que afecta al 85
% de las personas diagnosticadas con diabetes mellitus.

La patologa diab tica conduce a complicaciones multisist micas, que
incluyen retinopata, nefropata, neuropata, enfermedades cardiovasculares
perif ricas, fallas card acas, accidentes cerebrovasculares, etc, que en conjunto
aumentan la morbi-mortalidad, reduciendo la calidad y expectativa de vida as
como tambi n implica grandes costos en los sistemas de salud (Forouhi y

Wareham 2014).

Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1)

Este tipo de diabetes, antiguamente llamada “insulino-dependiente” o
“diabetes juvenil” afecta a aproximadamente 10% de los pacientes diabéticos y es
causada por la destruccion de las células 3 pancreaticas mediada por células del
sistema inmune, interviniendo en el desarrollo de esta patologa tanto la
susceptibilidad gen tica como factores ambientales. Generalmente esta patolog a
aparece antes de los 20 a os y es el tipo de diabetes m s frecuente en ni os,
aunque tambi n puede aparecer en la adultez. La primera manifestaci n de la
enfermedad en ni osy adolescentes suele ser cetoacidosis y puede ir acompa ada
de otros s ntomas como polifagia, polidipsia y poliuria (American Diabetes

Association 2015).
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Se considera que la diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad en la que
est n involucrados varios genes. Se han descripto varios loci en diferentes
cromosomas asociados a la susceptibilidad a la DM1. Muchos de estos loci tambi n
est n relacionados con otras enfermedades autoinmunes. Aproximadamente el
45% de los pacientes presentan determinados haplotipos en la regi n que codifica
para los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) del cromosoma 6,
y en especial con los alelos HLA, DRy DQ (Dib y Gomes 2009).

Este tipo de diabetes se define en el 90-95% de los casos, por la presencia de
al menos un marcador autoinmune, entre ellos autoanticuerpos contra islotes
pancre ticos, autoanticuerpos contra insulina, autoanticuerpos contra
decarboxilasa del cido glut mico (GAD65), autoanticuerpos contra
tirosinfosfatasa IA-2 e 1A2b, o autoanticuerpos contra el transportador zinc 8
(ZnT8) (Canivell y Gomis 2014).

La deficiencia de insulina asociada a la DM1 es el resultado de la destrucci n
autoinmune de células 3 pancredticas. Entre las causas se postula que infecciones
virales podr an desencadenar en individuos susceptibles, la destrucci n de esta
poblacién celular del pancreas, bajo la teoria del “mimestismo molecular”. Esta
teor a se basa en la reactividad cruzada encontrada en m lItiples enfermedades
autoinmunes entre autoanticuerpos y epitopes de diversos agentes pat genos
(Oldstone 1998). Algunos estudios han mostrado reactividad cruzada de
autoanticuerpos encontrados en pacientes con DM1 y algunos virus como el hCMV
(Roep y col. 2002) lo que llevar a, luego de la infecci n viral, la destrucci n de las

células 3 pancreaticas por medio de células T del sistema inmune.

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

La DM2 es el tipo m s frecuente de diabetes, se estima que lo padece entre el
90-95% de las personas diagnosticadas con diabetes mellitus. Antiguamente se la
denominaba “diabetes insulino-dependiente” o “diabetes de la adultez”. Si bien la
mayor parte de las personas que padecen DM2 son diagnosticadas en la adultez, la
incidencia de este tipo de diabetes crece en la poblaci n adolescente y joven
asociado al aumento en la prevalencia de la obesidad (Hannon y col. 2005).

El proceso fisiopatol gico que subyace a la DM2, no es del todo claro, aunque

hay identificados m ltiples factores que conducen al desarrollo de esta patolog a.
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La combinaci n de factores gen ticos predisponentes con estilos de vida tales
como el sedentarismo, las dietas hipergrasas, etc, son claves en el desarrollo de la
enfermedad.

Como resultado, el paciente con DM2 presenta defectos en la sensibilidad y/o
secreci n de insulina. La insulinorresistencia encontrada en los pacientes con DM2
puede deberse a defectos en la vas de se alizaci n intracelular y afectar la
secreci n de la insulina. Como consecuencia de la insulinoresistencia perif rica, el
p ncreas secreta m s insulina a fin de lograr la normoglucemia. Cuando dicha
secreci n es insuficiente se detecta hiperglucemia. M Itiples mediadores se
vinculan al mecanismo de la insulinorresistencia incluidos los cidos grasos no
esterificados, citoquinas inflamatorias, adipoquinas, la disfunci n mitocondrial, la
glucotoxicidad y la lipotoxicidad, participando la formaci n amiloidea en la
disfuncién de las células 3 pancreaticas (Stumvoll y col. 2005, Del Prato 2009).

La sintomatolog a que presentan los pacientes con DM2 puede ser muy variada,
aunque en muchos casos esta patologa cursa de forma asintom tica y el
diagn stico llega tard amente ante la aparici n de complicaciones propias de esta

patolog a cr nica.

Diabetes en la gestacion

Cuando se habla de diabetes en la gestaci n se incluye a un grupo de mujeres
que cursan embarazos con estados diab ticos de diversa etiolog a.

La pandemia de obesidad y DM2 en mujeres en edad reproductiva, resulta en
un incremento en el n mero de mujeres que comienzan un embarazo con DM ya
diagnosticada o que se diagnostica en el primer trimestre de la gestaci n. En
cuanto al caso de mujeres que presentan diabetes pre-gestacional, estas pueden
incluir a pacientes con DM1 o DM2 y corresponde al 10% de las mujeres
embarazadas diab ticas (American Diabetes Association 2015). Tanto en la
diabetes pre-gestacional como cuando la diabetes se diagnostica en el primer
trimestre de gestaci n, se evidencia un aumento en la tasa de abortos espont neos
y malformaciones cong nitas del embri n en desarrollo particularmente en el
coraz n, sistema nervioso, sistema urogenital, desarrollo musculo-esquel tico
entre otros. La elevadas concentraciones de glucosa a las que est expuesto el

embri n y la consecuente glucotoxicidad, lleva a alterar complejas v as de
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se alizaci n atrav s de mecanismos moleculares que implican un aumento de las
especies reactivas del ox geno, disfunci n mitocondrial y apoptosis (Jawerbaum y
Gonzalez 2006, Reece 2012). Los efectos teratog nicos de la hiperglucemia est n
estrechamente vinculados al control metab lico de la mujer principalmente en el
primer trimestre de la gestaci n, donde transcurren los eventos clave en la
organog nesis embrionaria y su seguimiento m dico y tratamiento pueden ser
claves para reducir el impacto de la patolog a sobre el embri n en desarrollo
(Kitzmiller y col. 2010).

Seg n recientes criterios diagn sticos de la Sociedad Argentina de Diabetes
y la Asociaci n Latinoamericana de Diabetes, durante la gestaci n se diagnostica
“diabetes” cuando la glucemia en ayunas es mayor a 126mg/dl en cualquier
momento del embarazo, y “diabetes gestacional” (DG) cuando la glucemia es entre
100 y 126 mg/dl en cualquier momento del embarazo, o valores mayores a 140
mg/dl luego de la prueba de tolerancia a la glucosa (Lapertosa y col 2014).
Estudios de prevalencia en nuestro pas indican que el 13% de las mujeres
gestantes presentan DG (Sucani y col. 2014). Este tipo de diabetes resulta de una
inadecuada respuesta a los procesos de adaptaci n metab lica que ocurren en la
madre para satisfacer los requerimientos fetales, que se incrementan a partir del
segundo trimestre de embarazo. En la gestaci n sana, a partir de las 24 semanas de
embarazo, la mujer comienza a experimentar un estado de insulinorresistencia
fisiol gico inducido por hormonas placentarias, lo cual conduce a cambios
metab licos maternos que facilitan la disponibilidad de glucosa para el feto en
desarrollo. Como consecuencia las células 3 pancreaticas maternas aumentan la
secreci n de insulina para compensar la insulinorresistencia de la gestaci n
(Barbour y col. 2007). As, los cambios en los niveles de glucemia a lo largo del
embarazo son m nimos con respecto a los cambios de sensibilidad a la insulina de
los tejidos maternos (Buchanan 2001). Cuando el p ncreas materno no es capaz de
secretar los altos niveles de insulina requeridos en este per odo de la gestaci n, se
induce un estado diab tico que se conoce como diabetes gestacional. Diversos
mecanismos moleculares relacionados con la cascada de se alizaci n de la
insulina, entre otros, se vinculan con la an mala respuesta pancre tica (Buchanan

ycol. 2007, Catalano 2014).
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En la diabetes pre-gestacional, la tasa de malformaciones y abortos
espont neos es mayor que en la diabetes que se presenta s lo en el segundo y
tercer trimestre, luego del per odo de organog nesis temprana en el que el
embri n sufre los efectos teratog nicos de la hiperglucemia (Correa y col. 2008).

Tanto la diabetes pre-gestacional como la que se identifica en la gestaci n
pueden generar adversas consecuencias para la salud de la madre y del feto. Estas
complicaciones est n ligadas al control metab lico materno y la transferencia de
nutrientes al feto, y a la inducci n de un entorno pro-oxidante y pro-inflamatorio a
nivel intrauterino (Lappas y col. 2011). A corto plazo los hijos de madres diab ticas
tienen una incrementada probabilidad de muerte perinatal, cardiopat as, retraso
de crecimiento intrauterino, nacimiento pre-t rmino, s ndrome de distr s
respiratorio, hipoglucemia neonatal, macrosom a, etc. Dependiendo del estado
metab lico materno, el control y seguimiento durante el embarazo, el grado en que
el feto se vea afectado ser variable, observ ndose que las gestantes con mejor
control metab lico tienen menor riesgo de sufrir las complicaciones antes
mencionadas. A largo plazo se evidencian los efectos asociados a la programaci n
intrauterina de diversas patolog as que se pondr n de manifiesto en la vida adulta
del neonato como obesidad, intolerancia a la glucosa, DM2, enfermedades
cardiovasculares, hipertensi n y dislipidemias 5(Aerts y Van Assche 2003,

Durnwald y Landon 2013, Mitanchez y col. 2015).

Modelos experimentales de diabetes

Existen m Itiples modelos de diabetes en distintas especies animales, cuyas
caracter sticas ser n variables de acuerdo a ¢ mo se logra el estado diab tico en el
animal y la severidad del cuadro diab tico logrado (Jawerbaum y White 2010).
Actualmente los animales m s utilizados para estudiar la diabetes son la rata y el
rat n, por razones ticas y por sus caracter sticas de estandarizaci n, obtenci n,
mantenimiento, reproducci n, ciclo de vida, etc. Los distintos modelos y sus
variantes van a permitir simular las principales caracter sticas de pacientes con
DM1, DM2 o DG y de acuerdo al objetivo de estudio, ser importante elegir
adecuadamente un modelo que se ajuste a dicho objetivo.

Existen principalmente tres formas de obtener animales diab ticos: por

m todos quir rgicos, gen ticos o qu micos. El m todo quir rgico, de antigua data,
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consiste en la remoci n del p ncreas de forma total o parcial a trav s de una
cirug a. Este modelo logra un animal con una insuficiente secreci n de insulina, y
los efectos diabetog nicos ser n proporcionales al porcentaje de remoci n del
p ncreas. Los m todos qu micos logran el estado diab tico del animal por la
inducciéon de la muerte de las células 3 pancreaticas a través de la administracion
de drogas como el aloxano o la estreptozotocina (Rakieten y col 1963a). De
acuerdo a la dosis y esquema administraci n de dichas drogas, se lograr n
diversos grados de hiperglucemia y consecuentes alteraciones metab licas y
funcionales en el animal (Junod y col. 1969). Otro modelo de diabetes en roedores
incluye a cepas que espont neamente desarrollan la patolog a debido a su
background gen tico como es el caso de los ratones NOD, BB, Ob/Ob, db/db, por
ejemplo y ratas Zucker, Cohen, GK entre otras (Rees y Alcolado 2005, Jawerbaum y
White 2010).

Como se mencion anteriormente la diabetes en la gestaci n, presenta
m ltiples riesgos y complicaciones para la madre y el feto, tales como abortos
espont neos, malformaciones, disfunci n placentaria, alteraciones fetales,
programaci n intrauterina de patolog as en la descendencia, que pueden ser
estudiados mediante el empleo de estos modelos animales y que en muchos casos,
sin un modelo de diabetes experimental, ser a imposible abordar.

Si se quiere estudiar los efectos de la diabetes en el per odo pre-
implantatorio, de organog nesis embrionaria, de desarrollo feto-placentario o la
descendencia de madre diab tica se pueden utilizar distintos modelos
experimentales que se adec en a los prop sitos de estudio (Jawerbaum y White
2010).

Uno de los modelos m s utilizados y caracterizados por distintos grupos de
trabajo, incluido el nuestro, para estudiar la diabetes en la gestaci n, es el obtenido
atrav s delaadministraci n de estreptozotocina en ratas.

La estreptozotocina es un antibi tico que se obtiene del Streptomices
acharamogenes (Rakieten y col. 1963b). La estreptozotocina es un compuesto que
presenta en su estructura qu mica una 2-deoxi glucosa en su cadena lateral. Dada
su similitud con la glucosa se une con alta especificidad y afinidad a los receptores
de glucosa en las células 3 pancreaticas e induce la muerte de dichas células. El

mecanismo de acci n de la estreptozotocina incluye la metilaci n del ADN
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causando ruptura y alquilaci n de su estructura e induciendo a la enzima
reparadora del ADN, la poliADP-ribosa-sintasa, a reparar dicha mol cula. Esta
enzima utiliza como cofactor el NAD*, la depleci n de este compuesto en forma
conjunta con la sobreproducci n de agentes oxidativos y nitrativos, lleva a la
muerte de las células 3 pancreaticas (Junod y col. 1967).

Si se administra estreptozotocina a la rata adulta, la droga destruye el
p ncreas end crino, y se evidencian los efectos como hipoinsulinemia,
hiperglucemia severa, cetoacidosis, polifagia, polidipsia, poliuria, fallas
reproductivas que se manifiestan en alteraciones del ciclo estral, todas anomal as
que pod an ser semejantes a las que pueden ser encontradas en pacientes con
DM1. En este modelo se encuentra reducida la concepci n, la implantaci n, se
inducen reabsorciones y malformaciones cong nitas y la tasa de pre ez at rmino
es baja, con lo cual es un modelo para evaluar los efectos de la diabetes severa en la
concepci n, la implantaci n, los estadios tempranos de embriog nesis y
organog nesis y el aborto espontaneo.

Otra variante del m todo qu mico con estreptozotocina en ratas que es
compatible con la pre ez at rmino y permite evaluar el desarrollo embrionario y
fetal a lo largo de la gestaci n diab tica, consiste en generar un modelo de diabetes
moderada atrav s de la administraci n de estreptozotocina en forma subcut nea
a neonatos hembra entre las 24 y 48 hs post-nacimiento (Portha y col. 1979). En la
adultez y al momento de apareo, estas ratas presentan valores de glucemia entre
150 y 250 mg/dl. Este esquema de administraci n permite que la destrucci n
resultante del p ncreas end crino sea parcial, dada la capacidad del p ncreas
neonatal de recuperarse parcialmente por regeneraci n a partir de c lulas
indiferenciadas que a n se conservan en este per odo post-natal. Este modelo
presenta glucemias levemente elevadas semejantes a las encontradas en gestantes
diab ticas que cursan su embarazo de forma parcialmente controlada.
Acompa ando a la hiperglucemia moderada estos animales presentan insulinemia
levemente disminuida y ausencia de cetoacidosis, adem s de anomal as
reproductivas que han sido evidenciadas en el per odo de implantaci n,

organog nesis y desarrollo feto-placentario (Jawerbaum y White 2010).
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El corazon

Estructura y funcién

El coraz n de los mam feros es un rgano muscular tetracavitario que
funciona como doble bomba y genera el movimiento de la sangre dentro de un
circuito circulatorio doble. Se localiza en el interior del t rax, en la regi n
denominada mediastino, entre las dos cavidades pleurales. Este rgano tiene
forma c nica cuyo v rtice tiene orientaci n anteroinferior izquierda y la base
posterosuperior.

Est rodeado por una membrana denominada pericardio, mientras que la
pared del coraz n est formada por tres capas, la externa corresponde al epicardio,
la intermedia al miocardio y la interna al endocardio.

El coraz n est formado por 4 cavidades: dos superiores, las aur culas y dos
inferiores, los ventr culos. La aur cula derecha es una cavidad estrecha, de paredes
delgadas, que forma el borde derecho del coraz n y est separada de la aur cula
izquierda por el tabique interauricular. Recibe sangre de la vena cava superior e
inferior y del seno coronario. La sangre fluye de la aur cula derecha al ventr culo
derecho por el orificio aur culoventricular derecho, donde se sit a la v lvula
tric spide. El ventr culo derecho es una cavidad alargada de paredes gruesas, que
forma la cara anterior del coraz n. El tabique interventricular lo separa del
ventr culo izquierdo. El interior del ventr culo derecho presenta unas elevaciones
musculares denominadas trab culas carnosas. La sangre fluye del ventr culo
derecho a trav s de la v lvula semilunar pulmonar hacia el tronco de la arteria
pulmonar. El tronco pulmonar se divide en arteria pulmonar derecha y arteria
pulmonar izquierda. La aur cula izquierda es cavidad rectangular de paredes
delgadas, que se sit a por detr s de la aur cula derecha y forma la mayor parte de
la base del coraz n. Recibe sangre de los pulmones a trav s de las cuatro venas
pulmonares, que se sit an a la cara posterior, dos a cada lado. La sangre pasa de
esta cavidad al ventr culo izquierdo a trav s del orificio aur culo-ventricular
izquierdo, recubierto por la v lvula mitral (o bic spide). El ventr culo izquierdo

constituye el v rtice del coraz n, su pared es gruesa y presenta trab culas
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carnosas. La sangre fluye del ventr culo izquierdo a trav s de la v lvula semilunar
a rtica hacia la arteria aorta. El grosor de las paredes de las 4 cavidades var a en
funci nde suacci n. Las aur culas tienen unas paredes delgadas debido a que solo
transfieren la sangre a los ventr culos adyacentes. El ventr culo derecho tiene una
pared m s delgada que el ventr culo izquierdo debido a que bombea la sangre a los
pulmones, mientras que el ventr culo izquierdo la bombea a todo el organismo

(Esquema 1).

Tronco braquiocefalico & 2 Arteria carétida comun izquierda

Arteria subclavia izquierda

Vena cava superior Arco adrtico

Lig to arterioso

Arteria pulmonar izquierda
Tronco pulmonar

Aorta ascendente

Arteria pulmonar derecha o
Venas pulmonar izquierdas
Pericardio fibroso - -

\ 3 e
¥
Vena pulmonar derecha ——————— & .
N
\ -

AURICULA DERECHA DEL =

ATRIO DERECHO \’
Arteria coronaria derecha

ATRIO DERECHO
SURCO CORONARIO

AURICULA IZQUIERDA DEL
ATRIO IZQUIERDO

Rama de la arteria coronaria
izquierda

VENTRICULO IZQUIERDO

SURCO INTERVENTRICULAR
INFERIOR

VENTRICULO DERECHO

Vena cava inferior

Aorta descendente

Esquema 1. Anatomia externa del corazon adulto humano. Adaptado de (Tortora 2011).

El coraz n est inervado por fibras nerviosas aut nomas, tanto del sistema
parasimp tico como del sistema simp tico, que forman el plexo card aco.

La irrigaci n sangu nea del coraz n est a cargo de dos arterias coronarias
principales, la arteria coronaria derecha y la arteria coronaria izquierda. Estas
arterias se ramifican para poder distribuir la sangre oxigenada a trav s de todo el
miocardio. La sangre desoxigenada es drenada por venas que desembocan el seno
coronario, la cual desemboca en la aur cula derecha.

Cada latido card aco se produce gracias a la actividad el ctrica inherente y
r tmica de algunas pocas fibras musculares mioc rdicas, las fibras autorr tmicas o
de conducci n. Estas fibras son capaces de generar impulsos de una forma repetida
y I tmica, y act an como marcapasos estableciendo el ritmo de todo el coraz n, y

forman el sistema de conducci n card aco. El sistema de conducci n est formado

10



Introduccion

por el n dulo sinusal o n dulo sinoauricular, el n dulo auriculoventricular, el haz
de His o fasc culo auriculoventricular, el fasc culo aur culoventricular y el plexo

subendoc rdico terminal o fibras de Purkinje.

Desarrollo embrio-fetal del corazén

El coraz n es el primer rgano funcional en el embri n en desarrollo y el
sistema circulatorio es la primera unidad funcional del organismo. El sistema
cardiovascular comienza a desarrollarse en la tercera semana de gestaci n, ya que
las necesidades del embri n no pueden satisfacerse a partir de la difusi n desde y
hacia la madre como lo haca en forma temprana. Las c lulas card acas
progenitoras, dispuestas en el epiblasto migran a trav s de la 1 nea primitiva,
avanzando en direcci n rostral, ubic ndose en la capa visceral del mesodermo de
la placa lateral a cada lado del cuerpo. El endodermo far ngeo subyacente induce
la diferenciaci n de estas ¢ lulas en mioblastos card acos. A partir del mesodermo
se diferencian islotes sangu neos que formar n c lulas sangu neas y vasos por
medio de vasculog nesis. Algunos islotes sangu neos posteriormente se fusionan
formando una estructura tubular con forma de herradura, que en su interior est
revestida de endotelio y por fuera est rodeado de mioblastos, denomin ndose a
esta estructura campo cardiog nico. Al mismo tiempo otros islotes sangu neos
cercanos formar n vasos denominados aortas dorsales.

Mientras el embri n se pliega en direcci n antero-posterior, tambi n lo hace
lateralmente, lo cual conduce a la fusi n caudal de los primordios card acos. De
esta forma resulta un coraz n tubular con revestimiento endotelial interno y por
fuera una capa mioc rdica. El miocardio segrega una gruesa capa de matriz
extracelular que lo separar del endotelio. A su vez se diferencian ¢ lulas para
formar una tercera capa que cubre la parte exterior del tubo: el epicardio. Esta
capa externa formar adem s arterias coronarias (Esquema 2A).

El tubo card aco en desarrollo recibe drenaje venoso en su regi n caudal
(seno venoso) y comienza a bombear sangre dentro de la aorta dorsal en la regi n
craneal. La contractibilidad del tubo card aco, est dada por las pulsaciones
card acas que comienzan mientras el par de primordios card acos se est n
fusionando. Las pulsaciones se hacen posible dada la presencia de bombas sodio-

calcio en la membrana del miocardio. La ritmicidad de los latidos es coordinada
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por el seno venoso y el impulso el ctrico aqu generado inicia ondas de contracci n
muscular a lo largo del tubo card aco lo que le permite bombear sangre antes de
que est completamente desarrollado el complejo sistema de v lvulas del coraz n
(Gilbert 2006).

El tubo card aco entonces, constituye el coraz n primitivo a partir del cual se
va a formar el coraz n desarrollado.

Hacia el d a 23 de gestaci n, el tubo card aco que contin a alarg ndose, se
curva y rota, creando un asa card aca que se completa hacia el d a 28. A medida
que se forma el asa card aca, se evidencian expansiones locales que diferenciar n
regiones a lo largo del eje antero-posterior: seno venoso, aur cula primitiva, el
ventr culo primitivo, el bulbo arterial (Esquema 2B). Estas regiones dar n regiones
espec ficas del coraz n desarrollado, a trav s de una serie de pasos que ocurren en
el interior del coraz n primitivo tales como la formaci n de septos interauriculares
e interventriculares, formaci n del septo del tronco arterioso y el desarrollo de
v lvulas, para finalmente dar origen al coraz n de cuatro ¢ maras.

Cuando est finalizando la formaci n del asa card aca comienzan a formarse
trab culas primitivas. El ventr culo primitivo trabeculado recibe ahora el nombre
de ventr culo izquierdo primitivo. En el bulbo arterioso se diferenciar tres
regiones: la proximal formar la porci n trabeculada del ventr culo derecho, la
parte media formar el cono arterial que dar origen a los infund bulos
ventriculares y la regi n distal denominada tronco arterial, formar las racesy la
parte proximal de la aorta y la arteria pulmonar.

Hacia el final de la cuarta semana y hasta la semana 14 aproximadamente el
coraz n del embri n sufre importantes modificaciones, que determinan el
desarrollo del seno venoso con la incorporaci n del sistema venoso pulmonar y la
separaci n de las cuatro cavidades card acas, adem s de la formaci n de las
arterias aortas y pulmonar con sus respectivas v lvulas.

El proceso de tabicamiento avanza m s o menos en el sentido del flujo
sangu neo, inicialmente con la separaci n de ambas aur culas, proceso que se va
sobreponiendo al tabicamiento del canal auriculoventricular y a la divisi n de
ambos ventr culos; finalmente el tabicamiento tronco conal permitir la formaci n

de la arteria aorta y del tronco pulmonar.
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B Saco adrtico
@ Tronco cono
] Ventriculo derecho
[ Ventriculo izquierdo
B Auricula derecha
B Auricula izquierda
B vaivula
auriculoventricular

Dia 21 Recién nacido

Esquema 2. Formacion del asa y cdmara cardiaca humana. (A) Hacia el dia 21 de gestacién
el corazon es tubular. (B). hacia el dia 28 se curva formando el asa cardiaca, situando la
auricula presuntiva anterior a los ventriculos presuntivos. (C) El recién nacido presenta un

corazon tetracabitario, con vdlvulas y tabiques completos. Adaptado de (Gilbert 2006)

El tabicamiento resulta entonces en la formaci n del coraz n fetal de cuatro
cavidades desarrollado, con ciertas diferencias al coraz n neonato, dado que cada
uno de ellos vive en ambientes diferentes (Esquema 2C). En la vida intrauterina, el
embri n no posee sus pulmones funcionales a la vez que recibe nutrientes y
ox geno a trav s de la circulaci n placentaria. Esta sangre llega embri n por medio
de la vena umbilical que desemboca, a nivel hep tico, en la vena cava inferior
donde se mezcla la sangre oxigenada (proveniente de la placenta) y desoxigenada
(proveniente de la cava inferior). Esta sangre mezclada llega a la aur cula derecha y
all se mezcla con la sangre proveniente de la cava superior. Como las aur culas
est n comunicadas por medio del foramen oval, parte de esta sangre pasa al
ventr culo derecho y parte a la aur cula izquierda. De la aur cula izquierda pasa al
ventr culo izquierdo y la sangre es bombeada a la aorta y de all va a la circulaci n
perif rica para irrigar el cuerpo. La sangre que pasa al ventr culo derecho bombea
la sangre hacia la arteria pulmonar. Dado que los pulmones no est n desarrollados
completamente y no son funcionales, un conducto temporal que s lo es funcional
en la vida fetal, el ducto arterioso, redirecciona la mayor parte del flujo sangu neo
que sale del coraz n por la arteria pulmonar, hacia la aorta, en vez de dirigirla a los
pulmones. De esta manera el coraz n funciona como una bomba de circulaci n en

paralelo.
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Al momento del nacimiento y consecuente exposici n al medio a reo e
interrupci n de la circulaci n placentaria, se producen varios cambios fisiol gicos
en el sistema circulatorio. Los pulmones se expanden y comienzan a ser
funcionales. Se cierra el ducto arterioso por contracci n de los m sculos lisos,
dando lugar a lo que se conoce como ligamiento arterial y de esta manera aumenta
el flujo sangu neo a la arteria pulmonar, que luego retornar al coraz n por la vena
pulmonar. Esto conduce al aumento de presi n en el interior de la aur cula
izquierda que llevar al cierre del foramen oval quedando completamente
separadas aur cula izquierda y aur cula derecha. De esta manera el coraz n

funciona como una bomba de circulaci n en serie.

Cualquier falla en alguno de estos complejos mecanismos implicados en
desarrollo del corazon y su adaptacion neonatal, pueden provocar una
anémala distribucion sanguinea y/o una deficiente oxigenacion,
contribuyendo al aumento de la morbi-mortalidad fetal y neonatal y a la

programacion intrauterina de enfermedades cardiovasculares.

El estudio del desarrollo fetal del coraz n se ha llevado a cabo desde hace
d cadas en diferentes animales, utilizando en sus or genes el pollo como modelo
experimental (Gilbert 2006). En la actualidad la mayor a de los estudios del
desarrollo del coraz n son llevados a cabo en modelos murinos. Las ratas son
organismos modelo para estudios biom dicos, embriolog a card aca descriptiva y
experimental y estudios teratog nicos ya que en la morfolog a embrionaria, fetal y
post-natal de ratas existe una alta correlaci n con lo hallado en el desarrollo de

ratones y humanos (Marcela y col. 2012).
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Los pulmones

Estructura y funcién

Los pulmones son rganos respiratorios ubicados en la cavidad tor cica, a
ambos lados del mediastino, rodeados por las cavidades pleurales. Los pulmones
son los rganos encargados del intercambio de gases entre el organismo y el
ambiente a reo funcionando como bombas de aspiraci n bidireccional que
mueven el aire por flujo y reflujo. Macrosc picamente se puede identificar que el
pulm n derecho tiene tres | bulos y dos fisuras, mientras que el pulm n izquierdo
tiene dos 1 bulos y una fisura. Los pulmones est n comunicados al exterior por la
tr quea, cuya entrada se produce por la glotis. El aire entra y sale a trav s de los
bronquios principales, que son ramas de la tr quea y lo conduce finalmente hasta
estructuras altamente especializadas, los alv olos. stos son peque os sacos
terminales del rbol bronquial que tienen caracter sticas morfol gicas, celulares y
bioqu micas particulares que permiten un eficiente intercambio de ox geno y
di xido de carbono entre el organismo y su ambiente. Estas peque as
terminaciones son muy numerosas, llegando a 300 millones en los pulmones de un
adulto y su estructura globosa con presencia de septos genera una amplia
superficie de intercambio (Esquema 3A). Los alveolos est n formados
principalmente por ¢ lulas alveolares de tipo I y de tipo II. Las ¢ lulas alveolares de
tipo I participan en el intercambio gaseoso, mientras que las c lulas alveolares de
tipo II, producen una sustancia tensioactiva llamada surfactante pulmonar,
compuesta por | pidos y en menor medida prote nas, que recubre la superficie
alveolar de intercambio disminuyendo la tensi n superficial del alveolo evitando
que colapse en la espiraci n. Entre los alveolos hay una extensa red de capilares
sangu neos. La membrana alveolar forma una barrera alveolo-capilar a trav s de la
cual se produce el intercambio gaseoso. Las arterias pulmonares conducen la
sangre desoxigenada hacia los pulmones desde el ventr culo derecho del coraz ny
luego de la oxigenaci n en los alveolos pulmonares retorna a la aur cula izquierda

atrav sde las venas pulmonares (Esquema 3B) (Kardong 2007).
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Esquema 3. (A) Estructura del drbol bronquial y anatomia pulmonar. (B) Segmento

broncopulmonar y circulacién alveolar. Adaptado de (Tortora 2011)

Desarrollo embrio-fetal del pulmén
El desarrollo pulmonar en la vida intauterina comprende eventos din micos
e interrelacionados a lo largo de toda la gestaci n. Los pulmones est n entre los
rganos que m s tard amente se diferencian por completo. Para describir el
desarrollo pulmonar se han propuesto esquem ticamente cinco etapas, que se
grafican en el esquema 4, a partir de los cambios morfol gicos que sufre dicho

rgano (Joshi y Kotecha 2007).
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Esquema 4. Desarrollo esquemadtico del pulmén a lo largo de la gestacion, en sus distintas

etapas. Adaptado de (Hislop 2005).

Etapa embrionaria: 3-7 semanas:

El sistema respiratorio humano comienza a desarrollarse a partir de las 3-4
semanas de gestaci n. En este momento en la pared ventral del intestino anterior
aparece una yema pulmonar o divert culo respiratorio y su formaci n est dirigida
por se ales del mesodermo adyacente, que inducen no s lo su formaci n sino
tambi n su crecimiento y diferenciaci n (Esquema 5).

La yema pulmonar aparece a nivel del cuarto par de bolsas far ngeas y
comienza a expandirse caudalmente mientras penetra en la mes nquima
adyacente. En un principio, la yema se comunica con el intestino anterior, pero a
medida que crece, se diferencian dos crestas traqueoesof gicas que se fusionan
para formar el tabicamiento traqueoesof gico. Este tabicamiento da como
resultado la separaci n de la porci n de intestino que formar el es fago y

ventralmente a 1, latr queay las yemas pulmonares (Esquema 5).
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Esquema 5. Diferenciacién del diverticulo respiratorio, fusion de crestas traqueoesofdgicas y

separacion de la trdquea del eséfago. Adaptado de (Langman y Sadler 2011).

Cerca de la quinta semana de desarrollo la yema pulmonar se divide en dos
ramas, que van a formar los bronquios principales, uno hacia la porci n derecha
del embri n y otro hacia la izquierda. Posteriormente, el bronquio derecho se va a
dividir en tres bronquios secundarios y el izquierdo dos. Las yemas en su
crecimiento se van a expandir dentro de los canales pericardioperitoneales.
Cuando dichos canales se separan de la cavidad peric rdica y peritoneal
respectivamente, forman la cavidad pleural, dentro de la cual se expanden los

pulmones en desarrollo (Esquema 6A) (Langman y Sadler 2011).

Bronquio
Traquea (- izquierdo Lébulo superior <> Lobulo superior
‘T { 7\] derecho q izquierdo
( )
)7
A"
Yemas
pulmonares

Lébulo medio
derecho

Lébulo inferior

derecho Lobulg

inferior
izquierdo

Esquema 6. Fases del desarrollo de la trdquea y los pulmones. (A) 5 semanas de gestacion
(B) 6 semanas de gestacion (C) 8 semanas de gestacion. Adaptado de (Langman y Sadler
2011)
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Desde la cuarta semana y hasta la semana 16 se produce la vasculog nesis a
partir de c lulas mesenquim ticas que rodean a las yemas pulmonares, siendo las
v as a reas inductoras de este proceso. De esta manera los vasos sangu neos se
formar n en paralelo siguiendo el crecimiento de las v as a reas (Hall y col. 2000).

Etapa pseudoglandular 7-17 semanas

La etapa pseudoglandular se caracteriza por las sucesivas divisiones
dicot micas de los bronquios secundarios para formar 10 bronquios terciarios en
el pulm n derecho y 8 en el izquierdo (Esquema 6B y C). Para el sexto mes las
sucesivas bifurcaciones produjeron 17 subdivisiones (Langman y Sadler 2011).
Hacia el final de esta etapa se complet el n mero definitivo de bronquiolos
terminales, formando las estructuras pre-acinares. A medida que transcurre este
per odo el epitelio pseudoestratificado primario es remplazado por c lulas
columnares en la regi n proximal y por c lulas ¢ bicas en la porci n distal. Estas

Itimas son las que posteriormente dar n origen a las ¢ lulas alveolares de tipo II
(Joshi y Kotecha 2007).

En este per odo la vasculatura se ramifica a la par de las v as a reas, en tanto
se ramifica un brote y crece en la mes nquima, se desarrolla un plexo capilar que
lo rodea, para unirse luego a los vasos preexistentes, y formar as redes de vasos
arteriales y venosos (Hislop 2005).

Etapa canalicular 17-27 semanas

A partir de los bronqu olos terminales se formar n las estructuras acinares
compuestas por bronqu olos respiratorios, ductos alveolares y alv olos
rudimentarios en forma de sacos. El epitelio ¢ bico se diferencia y los ductos
alveolares est n recubiertos por c lulas alveolares de tipo II, que dar n origen a las
c lulas alveolares de tipo I, que recubrir n los sacos distales (Joshi y Kotecha
2007). Otro evento importante en esta etapa es la formaci n de la barrera alv olo-
capilar, que consiste en el adelgazamiento del epitelio de los sacos terminales y
aproximaci n a los capilares circundantes, lo que permitir el intercambio gaseoso
(Hislop 2005).

En la semana 24 comienza la producci n de surfactante pulmonar en las
c lulas alveolares de tipo II. El surfactante es una mezcla de protenas y
fosfol pidos, que secreta esta poblaci n celular, que recubrir los alv olos y

permitir el intercambio gaseoso en la vida extrauterina. Este surfactante
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disminuye la tensi n de la superficie alv olo-aire, lo cual evita que el alv olo
colapse durante la expiraci n. La mezcla de | pidos surfactantes, implica una
compleja y espec fica maquinaria metab lica de las c lulas alveolares de tipo II,
para producir en adecuadas proporciones los distintos 1 pidos, principalmente
fosfatidilcolina disaturada (Rooney y col. 1994).

La adecuada producci n de surfactante es vital para la vida del neonato.
Aquellos ni os prematuros que no poseen, por su edad gestacional o patolog as
asociadas a la gestaci n, adecuado y/o suficiente surfactante pulmonar tienen
mayor riesgo de padecer s ndrome de distr s respiratorio al nacimiento (Lane y
col. 2002).

Etapa sacular 28-36 semanas

En esta etapa contin a el crecimiento de las v as a reas perif ricas, por
divisi n y formaci n de sacos terminales, lo que aumenta la superficie de
intercambio gaseoso. La pared contin a adelgaz ndose y forma septos primarios.
Comienzan a depositarse fibras el sticas donde surgir n los septos secundarios.
Aumenta la producci n de surfactante y la diferenciaci n de c lulas alveolares de
tipo Il a tipo 1. Los alv olos comienzan a desarrollarse hacia la semana 30 y junto a
ellos peque o0s vasos sangu neos.

Etapa alveolar 36 semanas- 2 aiios post-natal.

En esta etapa comienzan a formarse tabiques por dep sito de fibras el sticas
en las paredes saculares, de forma que los dividen de forma incompleta en
unidades menores, los alv olos. A medida que se forman nuevos alv olos se
forman nuevos capilares por angiog nesis.

Se observa aumento en la proliferaci n de todos los tipos celulares, y se
incrementa el tama o de los vasos sangu neos proximales para satisfacer la
demanda del tejido en crecimiento. En esta etapa contin a el aumento de la
producci n de surfactante pulmonar.

Estos procesos resultan en un incremento exponencial de la superficie de
intercambio gaseoso y preparaci n para la vida extrauterina (Joshi y Kotecha

2007).
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El desarrollo pulmonar es un proceso altamente coordinado y complejo,
sobre el cual ain se desconocen muchos mecanismos. El crecimiento,
diferenciacion y maduracion adecuados permitirdn la eficaz adaptacion del
feto al medio aéreo tras el nacimiento. Defectos en el desarrollo, asi como en la
maduracion y la produccion del surfactante pulmonar elevan los indices de
morbi-mortalidad por colapsos respiratorios e inadecuado intercambio
gaseoso en la vida neonatal, asi como también predisponen el desarrollo de

patologias pulmonares en la adultez (Shiy col. 2007).

Para estudios del desarrollo fetal de los pulmones se han utilizado diversos
animales experimentales como conejo, oveja, rata y rat n. En la actualidad los
modelos murinos son los m s difundidos. En los diversos modelos animales, en
general se reconocen las mismas etapas que se describen en el desarrollo fetal
humano. Sin embargo pueden apreciarse diferencias en cuanto al porcentaje de la
gestaci n que ocupa cada etapa. Si bien en la rata, la etapa alveolar comienza en la
vida post-natal, a diferencia del pulm n humano que est establecida hacia la
semana 36, el pulm n fetal de rata a t rmino, cumple las funciones en forma

similar al pulm n humano (Pringle 1986, Lock y col. 2013).
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Alteraciones fetales en la gestacion diabética

La diabetes materna altera el desarrollo embrionario y fetal, teniendo
consecuencias en la estructura y funci n de diferentes rganos. Estas alteraciones
conducen a un aumento en la morbi-mortalidad del neonato, as como tambi n se
evidencian sus efectos en la vida adulta bajo mecanismos alterados de la
programaci n intauterina (Simeoniy Barker 2009, Mitanchez y col. 2014).

La exposici n a un entorno diab tico en el primer trimestre de gestaci n,
per odo en el que transcurren la implantaci ny organog nesis temprana, conduce
a un aumento de la tasa de abortos espont neos y malformaciones embrionarias,
alteraciones descriptas tanto en humanos como en modelos experimentales de
diabetes (Eriksson 2009, Reece 2012)

Son m ltiples los mecanismos teratog nicos producto del exceso de sustratos
metab licos maternos, propio de la patolog a diab tica, que incluyen una serie de
eventos interrelacionados como alteraciones metab licas, inducci n de un entorno
pro-inflamatorio, aumento de las especies reactivas del ox geno e inducci n de la
muerte celular programada (Reece 2012, Higa y Jawerbaum 2013). Continuando
con el desarrollo, diversos estudios han mostrado que la diabetes en la gestaci n se
relaciona con una incrementada producci n de especies reactivas del ox geno y/o
una disminuida capacidad antioxidante en la placenta y en el feto evidenciando que
el desarrollo ocurre en un entorno pro-oxidante (Pustovrh y col 2005b,
Jawerbaum y Gonzalez 2006, Grissa y col. 2007, Ornoy 2007).

Una de las complicaciones fetales m s frecuentes de la gestaci n diab tica es
la macrosom a (Mitanchez 2010). Durante el segundo y tercer trimestre de
embarazo, los cambios hormonales propios de la gestaci n, sumados a la
hiperglucemia y la dislipemia caracter sticas de la patolog a diab tica, incrementan
el transporte de distintos sustratos metab licos hacia el feto (Herrera y Ortega-
Senovilla 2014). Se han encontrado alteraciones en la expresi n de diferentes
genes que participan en el metabolismo de los | pidos y la glucosa en la placenta de
pacientes diab ticas, que podr an contribuir a un aumento en la transferencia de

nutrientes hacia el feto en desarrollo (Radaelli y col. 2009, Higa y Jawerbaum
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2013). En conjunto, anomal as metab licas maternas y placentarias conducen a un
aumento de la glucemia fetal y consecuente incremento en la producci n de
insulina fetal. De esta forma se genera un estado anab lico en el feto con un
consecuente desarrollo de fenotipo macros mico con una aumentada masa
adiposa (Catalano y col. 2003, Schaefer-Graf y col. 2008). Esto no s lo tiene
consecuencias sobre el neonato, sino que tambi n juega un papel importante en la
“memoria metabdlica” conduciendo a una alterada programacion intrauterina que
se vincula al desarrollo de patolog as como la obesidad y diabetes en la vida adulta
(Schaefer-Grafy col. 2005, Ornoy 2011, Higa y Jawerbaum 2013).

Diversos rganos fetales son afectados por la diabetes materna, cuya funci n
se ve comprometida a corto y/o largo plazo.

En modelos experimentales de diabetes se ha encontrado que los fetos
presentan acumulaci n del pidos en el h gado, da o hep tico y esteatosis vascular
hep tica vinculado al aumento de sustratos metab licos, de las ROS y de la
apoptosis (Martinez y col. 2011b, El-Sayyad y col. 2014). Diversos trabajos se alan
alterada funci n renal (Yan y col 2014) y defectos en la estructura y funci n
pancre tica (Fowden y Hill 2001) en fetos de animales diab ticos.

Dentro de las alteraciones fetales m s frecuentes asociadas a la diabetes en la
gestaci n se encuentran una serie amplia de defectos de estructura y funci n
cardiovascular, tanto en humanos como en modelos animales (Corrigan y col
2009).

La cardiomiopat a hipertr fica neonatal es uno de los trastornos con mayor
prevalencia en la gestaci n diab tica, que puede causar cardiomegalia, menor
distensibilidad del miocardio, aumentar la presi n y afectar el flujo sangu neo
(Zielinsky y Piccoli 2012).

Neonatos que se desarrollaron en un entorno diab tico tienen mayores
alteraciones como retraso en el cierre del ducto arterioso, hipertrofia del septum
ventricular, engrosamiento del miocardio y electrocardiogramas anormales
(Passarella y col. 2013). A su vez se han asociado alterados par metros funcionales
del coraz n delos neonatos ala gestaci ndiab tica (Pauliks 2015).

Estudios en modelos animales de diabetes evidencian alteraciones en el arco
a rtico fetal, malformaciones cong nitas como tetralog a de Fallot, asociados en

algunos casos al aumento de la apoptosis (Molin y col 2004), as como tambi n
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malformaciones en arterias coronarias, cuyas causas estar an vinculadas al
aumento de las ROS (Moazzen y col 2015).

El pulm n fetal es otro rgano que se ve afectado en la gestaci n diab tica.
Tanto en humanos como en modelos experimentales de diabetes se han descripto
diversas alteraciones en este rgano atribuibles al entorno diab tico en el cual se
desarrolla el feto. La diabetes materna afecta al normal desarrollo pulmonar fetal a
trav s de alteraciones estructurales del pulm n (Koskinen y col. 2012), retraso en
la maduraci n pulmonar (Piper 2002) y an mala s ntesis lip dica y expresi n de
prote nas que componen el surfactante (Trevino-Alanis y col. 2009, Lock y col
2013). En neonatos de rata diab tica se encontr un estado pro-oxidante en
diversos rganos, entre ellos el pulm n, que inclua un aumento en los
lipoper xidos y una disminuida actividad de enzimas antioxidantes (Kinalski y col.
2000). Estas podr an ser algunas de las causas que subyacen a las complicaciones
que sufren los neonatos de madres diab ticas, entre las cuales cabe mencionar
distr s respiratorio fetal, asfixia perinatal y fallas en la adaptaci n cardiopulmonar

neonatal (Vela-Huerta y col. 2007, Koskinen y col. 2011, Milla y Zirbes 2012).

Son muiiltiples las anomalias fetales inducidas por la diabetes materna y
atin desconocidos muchos de los mecanismos involucrados en dichas
alteraciones. Esto hace imprescindible investigar los origenes y mecanismos
afectados en el feto por la diabetes materna a fin de desarrollar estrategias
terapéuticas que minimicen el impacto de la patologia diabética durante la

gestacion, sobre el feto, el neonato y su vida adulta.
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Los lipidos

Estructura y funcién

Los 1 pidos son un amplio conjunto de biomol culas cuya caracter stica
definitoria de grupo es su naturaleza hidrof bica o anfip tica y su solubilidad en
solventes org nicos.

Las funciones biol gicas de los 1pidos son diversas e incluyen
almacenamiento energ tico, constituyente estructural de membranas celulares,
cofactores enzim ticos, agentes emulsionantes, hormonas, vitaminas y mensajeros

intracelulares (Lehninger 2005).

Acidos grasos:

Los cidos grasos son mol culas constituidas por una cadena hidrocarbonada
unida a un grupo carboxilo terminal. Son de naturaleza anfip tica ya que la cadena
hidrocarbonada es hidrof bica, mientras que el grupo carboxilo, polar, es
hidrof lico.

Su bios ntesis est dada por la elongaci n del precursor malonilCoA (que se
forma enzim ticamente a partir de acetilCoA) por medio de sucesiones de cuatro
reacciones llevadas a cabo por la sintasa de cidos grasos que adiciona al
malonilCoA una unidad de acetilo y sucesivos malonilos. Estas reacciones ocurren
en el citoplasma, con requerimiento de cofactores y energ a, hasta que la mol cula
posee 16 carbonos ( cido palm tico) y luego es transportado al ret culo
endoplasm tico donde pueden, a partir de este cido graso, sintetizarse otros

cidos grasos de mayor longitud.

En los animales las cadenas hidrocarbonadas que forman los cidos grasos
pueden contener de 4 a 36 tomos de carbono, siempre siendo n meros par. Estas
cadenas hidrocarbonadas pueden presentar todos enlaces carbono-carbono
simples o algunos enlaces dobles. Si posee todos sus enlaces simples, se trata de

cidos grasos saturados, si posee un doble enlace, es un cido graso
monoinsaturado y si posee m ltiples dobles enlaces, se trata de un cido graso

poliinsaturado (PUFA). En los PUFA, de acuerdo a la posici n que toma el primer
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doble enlace en la cadena hidrocarbonada respecto del grupo metilo, se los puede
clasificar en omega-3 (n3), omega-6 (n6) y omega-9 (n9) cuando el doble enlace
est en el carbono 3, 6 0 9 respectivamente. Casi todos los dobles enlaces en cidos
grasos de cadena larga insaturados presentes de manera natural est n en la
configuraci n cis.

El ser humano produce diversos cidos grasos, pero hay algunos que deben
ser incorporados a partir de la dieta ya que carece de las enzimas necesarias para
su s ntesis. Se trata de cidos grasos de la serie omega-3 y omega-6, denominados

cidos grasos esenciales. Los cidos grasos omega-9 no son esenciales, ya que
pueden ser sintetizados en el organismo a trav s de una insaturaci n en esa
posici n. En cambio, se consideran esenciales los cidos grasos omega-3 (C18:3,
cido alfa-linol nico) y omega-6 (C18:2, cido linoleico), ya que el organismo no
puede introducir insaturaciones en dichas posiciones. Es por ello que la dieta debe
contener estos cidos grasos en cantidades adecuadas, seg n las recomendaciones
actuales, porque su carencia o desequilibrio en la ingesta puede producir diversas
alteraciones. Las principales fuentes dietarias de cido linoleico (n-6) son aceites
vegetales tales como el aceite de ma z, ¢ rtamo y girasol (Gurr y col. 2002). El cido
alfalinol nico (n-3) se encuentra principalmente en el aceite de canola y soja y en
semillas y aceite de ch a.
Para ciertas funciones metab licas y estructurales el organismo requiere
cidos grasos poliinsaturados de mayor n mero de carbonos. Dichos cidos grasos
se denominan cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) y son
sintetizados a partir de cidos grasos precursores de la serie omega-6 u omega-3,
que sufren procesos de elongaci n y de desaturaci n en el h gado. As el cido
linoleico puede dar origen al cido araquid nico (C20:4, omega-6, AA), y del mismo
modo, el cido linol nico da origen al cido eicosapentaenoico (C20:5, omega-3,
EPA) y al cido docosahexaenoico (C22:6, omega-3, DHA). Son tambi n
importantes las contribuciones diatarias de estos cidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, presentes principalmente en pescados (Williams y Burdge 2006).
Todos estos LC-PUFA tienen funciones metab licas y reguladoras claves en

diferentes tejidos.
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Triglicéridos:
Los triglic ridos est n constituidos por tres cidos grasos unidos por enlace
ster a una mol cula de glicerol. Si los cidos grasos que lo componen son iguales,
se trata de un triglic rido simple. La mayor a de los triglic ridos naturales son
mixtos, es decir que contienen doso m s cidos grasos diferentes.

Los triglic ridos son de naturaleza apolar, hidrof bicos y pr cticamente
insolubles en agua, dado que los hidroxilos polares del glicerol y los carboxilos
polares de los cidos grasos est n unidos por enlaces ster. Es por ello que deben
ser transportados por lipoprote nas (quilomicrones, HDL, LDL, VLDL) y son
almacenados en forma de gotas lip dicas, principalmente en adipocitos.

La principal funci n de los triglic ridos es la de reserva energ tica y su
oxidaci n proporciona m s del doble de energ a, gramo por gramo, que la de los
gl cidos. En el catabolismo de los triglic ridos act an enzimas espec ficas,
denominadas lipasas, que hidrolizan el enlace ster, liberando los cidos grasos
(Lehninger 2005).

Colesterol:

El colesterol es el principal esterol en tejidos animales. Es anfip tico, con el
grupo polar hidoxilo en C-3 y un cuerpo hidrocarbonado apolar formado por el
n cleo esteroideo y la cadena lateral hidrocarbonada en C-17. El n cleo esteroideo
consiste en cuatro anillos fusionados, tres de ellos con seis carbonos y uno con
cinco. El n cleo esteroideo es casi plano y relativamente r gido. Dado que es
pr cticamente insoluble en agua, es almacenado en forma de gotas lip dicas y es
transportado en circulaci natrav s de lipoprote nas.

Cumple importantes funciones biol gicas como modular la fluidez y
permeabilidad de las membranas biol gicas y actuar como precursor para la
s ntesis de hormonas esteroideas y de los cidos biliares (Lehninger 2005).

Esteres de colesterol:

Los steres de colesterol son cidos grasos esterificados con una mol cula de
colesterol. Son componentes estructurales de las membranas biol gicas,

reservorios de cidos grasosy de colesterol.
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Metabolismo lipidico en la gestacion y sus alteraciones en la patologia

diabética.

Los | pidos juegan un papel fundamental durante el desarrollo embrionario y
fetal y presentan diversos cambios fisiol gicos en su metabolismo conforme
avanza la gestaci n.

En la primera mitad del embarazo prevalece el metabolismo anab lico que se
evidencia en la acumulaci n de | pidos en tejidos maternos como resultado de la
hiperfagia y la sensibilidad a la insulina normal o incrementada. Estos cambios
conducen a modificaciones en el metabolismo del tejido adiposo: la insulina
incrementa la incorporaci n de glucosa, y aumenta la actividad de la enzima
lipoprotein lipasa incrementando la incorporaci n de cidos grasos que se
acumulan como triglic ridos. A su vez la insulina disminuye la actividad lipol tica
en los adipocitos (Herrera y Ortega-Senovilla 2010).

En el tercer trimestre de gestaci n, en cambio, predomina el metabolismo
catab lico. La gestaci n se caracteriza por un estado de insulinorresistencia
fisiol gica, principalmente desde la semana 24 y hasta el final del embarazo. La
glucemia basal va disminuyendo conforme avanza el embarazo y en el tercer
trimestre debido principalmente al paso transplacentario y utilizaci n
fetoplacentaria de la glucosa (Lain y Catalano 2007). En una mujer gestante sana la
sensibilidad a la insulina se encuentra reducida en un 10% y este efecto est dado
por la acci n de diversos mediadores como la somatotrofina cori nica humana,
estr genos, progesterona, prolactina, cortisol y factor de necrosis tumoral alfa.
Estos cambios son necesarios para la movilizaci n de dep sitos lip dicos de la
madre con el fin de suplir las necesidades maternas y fetales. De esta manera
aumenta la lip lisis, disminuye la acumulaci n de grasa y consecuentemente
aumentan los niveles de cidos grasos no esterificados en plasma (Herrera y col
2006).

La mayor parte de los 1 pidos fetales proviene de los aportes maternos y en
menor proporci n de la bios ntesis fetal. El aporte materno adecuado es
fundamental para el desarrollo fetal, en particular de aquellos cidos grasos
esenciales y cidos grasos de cadena larga (LC-PUFA) que no produce la madre ni

el feto (Poniedzialek-Czajkowska y col. 2014).
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A diferencia de la transferencia de glucosa, los | pidos no atraviesan la
placenta directamente. La mayor parte de los cidos grasos maternos circulan en
forma de cidos grasos esterificados, asociados principalmente a lipoprote nas y
en menor medida como cidos grasos libres. La transferencia placentaria de | pidos
es un proceso complejo que incluye receptores para cidos grasos que circulan
libres o asociados a prote nas plasm ticas y receptores para lipoprote nas que
captan lipoprote nas circulantes maternas. En el proceso de transferencia
participan tambi n diferentes lipasas (lipoproteinlipasa, fosfolipasa A2 y lipasas
intracelulares) y prote nas transportadoras que permiten la liberaci n y
transferencia de los cidos grasos al feto (Herrera y Ortega-Senovilla 2014).

En el embri ny el feto,los cidos grasosact an en m Itiples mecanismos con
funciones estructurales y como precursores de mol culas bioactivas involucradas
en v as de se alizaci n celular (Haggarty 2010). Los cidos grasos poliinsaturados
son precursores de diversos grupos de biomol culas como los eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos) que se sintetizan por sus
respectivas v as enzim ticas a partir del cido araquid nico. Se han descripto
ampliamente sus m ltiples funciones, entre ellas las vinculadas con procesos
reproductivos (Khan y col 2008, Salleh 2014). La deficiencia de PUFAs y sus
derivados se asocia a anomal as del desarrollo, por ejemplo visual y nervioso
(Innis 2007, Higa y Jawerbaum 2013).

El colesterol, 1 pido fundamental para la bios ntesis de hormonas esteroideas
y la formaci n de membranas celulares, es altamente requerido por el embri ny el
feto en desarrollo, principalmente hacia fines de la gestaci n. Si bien existe
transporte placentario, una alta proporci n de colesterol es sintetizado por el
h gado y cerebro fetal.

La disponibilidad de sustratos metab licos en el feto depende de su
concentraci n en la circulaci n materna y la transferencia a trav s de la placenta.
Alteraciones en el metabolismo materno y/o en la transferencia placentaria de
dichos sustratos metab licos puede conducir a una amplia gama de alteraciones
feto-placentarias, tal como sucede en gestaciones que cursan con diabetes u
obesidad (Higa y Jawerbaum 2013)

La mujer gestante diab tica presenta frecuentemente hiperglucemia e

hipertrigliceridemia, asociada a la aumentada insulinorresistencia (la sensibilidad
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a la insulina se encuentra reducida hasta en un 40 %). Es por ello que suelen
encontrarse incrementados los niveles de triglic ridos s ricos en los tres
trimestres de gestaci n en comparaci n con gestantes sanas y su magnitud
depender del tipo de diabetes, el grado de resistencia insul nica y del control
metab lico, entre otros factores (Ferriols y col. 2015)

Durante la gestaci n diab tica se ve alterado el transporte placentario tanto
de macro como de micro-nutrientes y el an malo perfil lip dico materno puede
afectar la cantidad y/o calidad de los | pidos que se transfieren al feto (Araujo y col.
2015). La placenta de mujer diab tica es incapaz de evitar la elevada transferencia
de 1pidos hacia el feto, afectada a su vez por alteraciones estructurales y
funcionales (Desoye y Shafrir 1994). Los elevados niveles de triglic ridos maternos
se correlacionan con la macrosomia, el elevado peso fetal y el incremento del tejido
adiposo (Schaefer-Graf y col. 2008). El feto adquiere el fenotipo macros mico hacia
finales de la gestaci n como consecuencia de la hiperinsulinemia fetal en respuesta
a los elevados niveles de glucosa que transfiere la madre, sumado al mayor aporte
de | pidos desde la circulaci n materna (Schwartz y Teramo 2000, Cetin 2005). En
modelos experimentales de diabetes se ha descripto placentomegalia, macrosom a,
organomegalia, as como tambi n acumulaci n del pidos en la placenta y diversos

rganos fetales (White y col. 2004, Martinez y col. 2008, White y col. 2015)

Por otro lado, la exacerbada transferencia de sustratos metab licos de la
madre diab tica al feto y su posterior oxidaci n conduce a un incremento de las
especies reactivas del oxgeno (ROS) y al desarrollo de un entorno pro-
inflamatorio. Estas ROS ejercen efectos teratog nicos a nivel embrionario y fetal a
trav s m lItiples vas que incluyen da o a biomol culas activas, alteraci n de
se alizaci n celular, desrregulaci n de la expresi n g nica y an mala apoptosis
(Zabihi y Loeken 2010, Lappas y col. 2011, Zhao y Reece 2013).

Durante la gestaci n diab tica, se han descripto an malos niveles PUFA de la
serie n-3 y n-6 en la circulaci n materna y la deficiencia de ciertos eicosanoides en
placentas y fetos de madre diab tica. Este desbalance se vincula con alteraciones
en las enzimas de s ntesis de eicosanoides o con da o oxidativo a |l pidos dado el
entorno pro-oxidante propio de la patolog a diab tica (Brenner 2003, Jawerbaum
y Gonzalez 2005). El desbalance en los niveles de prostaglandinas, leucotrienos y

tromboxanos durante el desarrollo embrionario y fetal est asociado a defectos en
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la implantaci n, malformaciones cong nitas y aumento de morbilidad neonatal
(Reece 1999, Wiznitzer y col. 1999).

Estudios de nuestro laboratorio mostraron en modelos experimentales de
diabetes que la suplementaci n dietaria con ciertos cidos grasos insaturados
durante la gestaci n mejora par metros vinculados a procesos pro-oxidantes, pro-
inflamatorios y de homeostasis lip dica en el per odo de organog nesis temprana,
en el desarrollo placentario, as como tambi n previene la an mala programaci n
intrauterina en el coraz n de la descendencia (Capobianco y col. 2008a, Martinez y

col. 2012, Capobianco y col. 2015).
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Estrés oxidativo

Las reacciones de xido-reducci n ocurren en la naturaleza y los sistemas
biol gicos no son la excepci n. Por el contrario, m lItiples procesos celulares
b sicos incluyen reacciones qu micas de este tipo.

El ox geno, mol cula indispensable para la vida aerobia, se presenta
com nmente en su forma m s estable, la mol cula diat mica O2. Durante la
reducci n del Oz a agua en la cadena de transporte de electrones en la membrana
interna mitocondrial, se incorporan cuatro electrones en distintas etapas. Un
peque o porcentaje de mol culas intermedias escapa de la cadena y por sus
caracter sticas se las denomina especies reactivas del ox geno (ROS) (Finkel 2011)
(ESQUEMA 7). Estas ROS pueden ser radicales libres como el ani n super xido
(O27) y el hidroxilo (HO:) ambos altamente reactivos, y especies no radicalarias
como el per xido de hidr geno (H202) involucrado directamente en la producci n
de radicales del ox geno a trav s de las reacciones de Fenton o Haber-Waiss. Los
radicales libres son mol culas que contienen uno o m s electrones desapareados
en el orbital externo, d ndole una configuraci n de alta inestabilidad. Esta entidad
qu mica, dadas sus caracter sticas electr nicas es muy inestable,
extraordinariamente reactiva y de vida media muy corta, que tiene una gran
capacidad para combinarse inespec ficamente con una gran diversidad de
biomol culas celulares para ceder o tomar un electr n y de esta manera
estabilizarse, generando a su vez nuevas formas radicalarias (Halliwell y

Gutteridge 2007).

32



Introduccién
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Esquema 7. Generacion de ROS en la cadena respiratoria. Adaptado de (Finkel 2011)

Las ROS son productos del metabolismo celular y dependiendo de cu nto,
cu ndo y d nde se producen pueden ejercer roles fisiol gicos o patol gicos. Las
ROS se producen principalmente en la mitocondria, as como tambi n en
peroxisomas, citosol y ret culo endopl smico. La generaci n de ROS no s lo est
limitada a la cadena de transporte de electrones, sino tambi n se producen en
m ltiples reacciones celulares de xido- reducci n tales como procesos de auto-
oxidaci n de biomol culas, metabolismo del cido araquid nico o por acci n de
enzimas como la xido n trico sintasa (NOS), xantina oxidasa, NADPH oxidasa y
citocromo P450 entre otras.

Los organismos aerobios evolutivamente desarrollaron sistemas de defensas
contra las sustancias oxidantes que producen durante su metabolismo y por
fuentes ex genas. Estas defensas le permiten neutralizar las especies reactivas de
cualquier elemento (Halliwell y Gutteridge 2007).

Se denomina antioxidante a cualquier sustancia que retarda o previene la
oxidaci n de un sustrato oxidable. El sistema de defensa antioxidante se encuentra
formado por elementos enzim ticos y no enzim ticos que protegen a las c lulas de
manera conjunta. Los diferentes mecanismos de defensa pueden actuar de
distintas forma: inhibiendo la formaci n de radicales libres, suprimiendo la

iniciaci n de la cadena de oxidaci n o su propagaci n. A su vez el sistema
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antioxidante incluye mecanismos de reparaci n o remoci n de biomol culas
da adas (Pisoschiy Pop 2015).

Los antioxidantes enzim ticos constituyen la primera defensa celular a la
agresi n por ROS y principalmente consiste en la acci n de tres enzimas:
super xido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutati n peroxidasa (GPX). LA SOD
se encuentra en las c¢ lulas como una familia de metaloproteasas que eliminan el
02-. La CAT, localizada principalmente en los peroxisomas cataliza la reducci n de
H202 a H20. La GPX cataliza una variedad de per xidos con ayuda de un sustrato, el
glutati n reducido.

Dentro de los antioxidantes no enzim ticos cabe mencionar el cido rico, el
glutati n, el cido asc rbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), los
carotenoides y los compuestos fen licos, que dadas sus caracter sticas f sico-
qu micas pueden interactuar con ROS, cada uno de manera particular, evitando la
propagaci n de oxidaci n de biomol culas celulares. Algunos de ellos son
hidrosolubles mientras que otros son de naturaleza lipoflica, lo que va a
direccionar su acci n hacia distintos tipos de mol culas. Ciertos antioxidantes no
enzim ticos no pueden ser sintetizados por el ser humano, como el cido
asc rbico, el a-tocoferol, los caroteoides entre otros, por lo cual es fundamental su
incorporaci n con la dieta (Pisoschi y Pop 2015).

El mantenimiento del balance redox celular s lo es posible por medio de un
equilibrio entre la generaci n de las especies reactivas y la capacidad del sistema
de eliminarlas. En estado fisiol gico la producci n de ROS cumple m ltiples
funciones celulares. Las ROS participan como mediadores citot xicos producidos
por c lulas fagoc ticas del sistema inmune, intervienen en cascadas de se alizaci n
celular en diversos tipos celulares, en procesos de adhesi n celular, tono vascular y
apoptosis entre otros (Droge 2002, Valko y col. 2007).

Cuando la homeostasis de xido-reducci n (balance entre pro-oxidantes y
antioxidantes) de un sistema biol gico se encuentra alterada, se genera un estado
denominado estrés oxidativo. Este desbalance se produce a causa de una excesiva
producci n de especies reactivas de ox geno (ROS) y/o por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes (Sies y Cadenas 1985).

En situaciones de estr s oxidativo, las ROS son capaces de da ar de forma

reversible o irreversible a todo tipo de biomol culas. Los radicales libres pueden
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reaccionar con otras mol culas generando nuevos radicales que pueden ser o no
tan reactivos como las especies originales.

Los I pidos son mol culas blanco para el ataque de las ROS, causando la
peroxidaci n lip dica a trav s la reacci n de radicales libres con cidos grasos
insaturados, particularmente aquellos que forman parte de los fosfol pidos de
membranas biol gicas o mensajeros intracelulares. La peroxidaci n lip dica es un
proceso autocatal tico que se da en etapas y conduce a la formaci n de compuestos
de toxicidad diversa como malondialdehido, hidroxinoneal y hexanal. La
peroxidaci n lip dica puede tener efectos nocivos sobre las funciones celulares,
afectar la fluidez, permeabilidad y/o potenciales de membrana (Valko y col. 2007,
Catala 2010).

La oxidaci n de prote nas conduce a una amplia gama de modificaciones
qu micas que incluyen la ruptura de cadenas polipept dicas, el entrecruzamiento
de cadenas, la modificaci n de restos aminoac dicos, la introducci n de grupos
reactivos en la prote na y dejar restos C- o N-terminales no usuales (Stadtman
2006). Estas modificaciones pueden tener como consecuencia cambios
conformacionales, p rdida de actividad, cambios en la agregaci n y alterada
inmunog nesis (Nguyen y Donaldson 2005, Lopez-Alarcon y col. 2014, Trnkova y
col. 2015).

El ADN es otra biomol cula que es susceptible a oxidaci n por parte de las
ROS. Los radicales libres, principalmente el radical hidroxilo, son capaces de da ar
directamente las cadenas de ADN causando su fragmentaci n. A su vez los
radicales libres pueden modificar las bases nitrogenadas, dando lugar a mol culas
an malas como la 8-hidroxi-desoxiguanosina, con capacidad mutag nica. Adem s
las ROS son capaces de modificar la actividad de endonucleasas e incrementar la
fragmentaci n enzim tica del ADN (Halliwell y Aruoma 1991). El ADN
mitocondrial (ADNm) es a n m s susceptible al da o oxidativo por la cercan a de
la cadena de transporte de electrones, fuente de producci n de ROS. El exceso de
producci n de ROS genera da o a distintas biomol culas en la mitocondria,
incluidos el ADNm, que pueden llevar a disfunci n mitocondrial (Costa y col

2011).
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El desbalance entre especies pro-oxidantes y las defensas antioxidantes genera
entonces un estado de estrés oxidativo que conduce a multiples alteraciones
estructurales y funcionales de biomoéculas y consecuente daiio celular. Estos efectos
deletéreos de las ROS han sido claramente identificados con las bases moleculares del
envejecimiento y el desarrollo de diferentes enfermedades tales como cdncer,

diabetes mellitus, patologias neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares,

etc (Valko y col. 2007) .
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El Oxido Nitrico

El xido N trico (NO) es una peque a mol cula gaseosa que de acuerdo a sus
caracter sticas electroqu micas se categoriza como radical libre. Es de vida media
muy cortay esr pidamente metabolizada.

Los mam feros producen NO a partir del amino cido L-arginina y Oz por la
acci n de un grupo de enzimas conocidas como xido n tico sintasa (NOS),

utilizando NADPH como cofactor (Esquema 8).

NOS _
Arginina + O, {—b Citrulina + H,0 +(NO

NADPH NADP

Esquema 8. Sintesis de 6xido nitrico

Existen tres isoformas de la NOS: la neuronal (nNOS o tipo 1), la inducible
(iNOS o tipo 2) y la endotelial (eNOS o tipo 3). La expresi n de la nNOS y la eNOS
son constitutivas, es decir que se encuentran en cantidades relativamente
constantes en los tejidos y sus actividades dependen principalmente de las
concentraciones intracelulares de Ca?* libre.

La nNOS se localiza principalmente en las terminaciones nerviosas
simp ticas y parasimp ticas, pero tambi n se expresa en m sculo vascular liso,
card aco y esquel tico (Sears y col. 2004). La eNOS se expresa fundamentalmente
en c lulas endoteliales, aunque tambi n se expresa en cardiomiocitos, plaquetas y
¢ lulas mesangiales renales (Low y Bruckdorfer 2004, Sears y col 2004). En el
endotelio, el NO producido por la eNOS ejerce un rol clave en la homeostasis
vascular: difunde al m sculo liso subyacente y regula procesos de vasodilataci ny
ejerce acciones antitromb ticas.

A diferencia de las isoformas mencionadas anteriormente, la expresi n de la

iNOS, no depende de las concentraciones intracelulares de Ca2*, sino que es
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activada por m ltiples mediadores inflamatorios y genera grandes cantidades de
NO, en diversos tipos celulares. Esta isoforma produce NO en concentraciones del
orden nanomolar, mientras que las formas constitutivas lo hacen en el orden
picomolar (Hollenberg y Cinel 2009). La activaci n de iNOS est implicada en
funciones de defensa contra agentes pat genos y tumores y modula la respuesta

inmune en distintos tipos celulares (Bogdan 2001).

Funciones bioldgicas del NO

Las funciones biol gicas del NO son amplias y su acci n depender de
m ltiples factores, entre ellos el tipo celular en el que se produce, las
concentraciones y la localizaci n subcelular de la enzima que lo genera.

Se ha caracterizado el comportamiento del NO como dual en cuanto a los
efectos que ejerce a distintas concentraciones. A bajas concentraciones el NO
reacciona directamente con ciertas mol culas blanco. Tal es el caso de la reacci n
del NO con el grupo hemo de diversas prote nas, formando el aducto nitrosil-
hierro. Estas reacciones son muy r pidas y son las responsables de la mayor a de
los efectos fisiol gicos del NO. Estas situaciones comprenden la acci n de las
isoformas constitutivas de NOS que producen NO a bajas concentraciones y por
per odos cortos de tiempo. Un ejemplo de acci n directa del NO ampliamente
estudiado es la activaci n de la guanilato ciclasa soluble, aumentando los niveles
de GMP c clico, que act a como agente regulatorio del tono vascular, la presi n
sangu nea, la agregaci n plaquetaria y la neurotransmisi n (Thomas y col 2008,
Hollenberg y Cinel 2009).

Los efectos indirectos se presentan cuando el NO se produce en grandes
cantidades y en forma sostenida, generalmente por la iNOS. En estos casos el NO
reacciona con ox geno o el ani n super xido generando especies reactivas del
nitrégeno que participan en procesos fisiopatol gicos. Las RNS incluyen distintas
mol culas con diverso grado de reactividad, incluyendo el peroxinitrito (ONOO-),
un potente agente oxidante, capaz de da ar biomol culas y ejercer efectos
citot xicos (Szabo 2003, Pacher y col. 2007). EI ONOO- modifica los residuos
tirosina en las prote nas para formar nitrotirosinas. La nitraci n de las prote nas
puede inactivar prote nas citos licas y mitocondriales, causando da o celular y

resultando en un estado de estrés nitrativo (Johansen y col. 2005).

38



Introduccion

Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en la patologia diabética

Son considerables las evidencias que muestran el importante papel que
juegan estr s oxidativo y nitrativo en la patog nesis y complicaciones de la
diabetes mellitus.

En la patolog a diab tica, diferentes mecanismos pueden contribuir al estado
de estr s oxidativo y sus efectos celulares, en estrecha relaci n con el control
gluc mico y los niveles de triglic ridos s ricos (Collins y col. 1998, Evans y col
1999).

Los rganos m s afectados por las complicaciones de la patolog a diab tica
son aquellos que presentan c lulas insulino-independientes para la captaci n de
glucosa. Este es el caso de las c lulas endoteliales de la retina, las c lulas
mesangiales de los glom rulos renales y neuronas y ¢ lulas de Schwann en nervios
perif ricos (Brownlee 2005).

Los mecanismos de da o que subyacen a la hiperglucemia son varios e
incluyen el incremento del flujo de la glucosa y otros az cares a la va de los
polioles, incremento en la formaci n de productos finales de glicosilaci n avanzada
(AGEs), incremento en la expresi n de receptores para AGEs y sus ligandos,
activaci n de la proteina quinasa C e incremento de la actividad de la v a de las
hexosaminas. Todas estas v as son activadas por la superproducci n de ROS en la
mitocondria (Giacco y Brownlee 2010). Este aumento de ROS mitocondrial se debe
principalmente al incremento de glucosa que se oxida en el ciclo de los cidos
tricarbox licos, dada su alta concentraci n intracelular. En consecuencia, se genera
un aumento en la disponibilidad de donores de electrones de la cadena
respiratoria NADH y FADH;. Esto conduce a un aumento en el potencial de la
membrana mitocondrial a niveles tales que la cadena de electrones se bloquea y de
esta forma los electrones que son transferidos a la Coenzima Q luego son cedidos al
02 generando grandes cantidades de Oz (Brownlee 2005). El estado de
hiperglucemia adem s puede colapsar los sistemas de defensa antioxidantes
(Boveris y col 1985). En este estado de estrés oxidativo, se induce la disfunci n
mitocondrial y eventualmente la muerte celular por procesos apopt ticos (Ortega-

Camarillo y col. 2006).
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El estado hipergluc mico, a su vez es capaz de incrementar la expresi n y/o
actividad de la enzima iNOS, a trav s de la translocaci n del factor de
transcripci n NF-kB que activa la expresion de diversos genes involucrados en
procesos pro-inflamatorios, entre ellos la iNOS. La sobreproducci n de NO junto
con el aumento de Oz  conducen a la formaci n de ONOO-, radical altamente
reactivo capaz de da ar al ADN, inactivar defensas antioxidantes, iniciar
lipoperoxidaci n y nitrar prote nas alterando su funcionalidad (Soriano y col
2001, Turko y col. 2001, Szabo 2003).

El ONOO- juega un rol importante como mediador de los cambios patol gicos
asociados a la diabetes como la nefropat a y retinopat a diab tica (Kowluru y col
2007, Gao y col. 2013, Dellamea y col. 2014). En c lulas epiteliales del cristalino,
elevados niveles de glucosa conducen a la nitraci n del factor NF-kB que activa la
expresi n de iNOS, estableciendo una retroalimentaci n positiva del estado

oxidativo e inflamatorio (Liy col. 2013).

Adem s de los da os se alados por la formaci n de ONOO-, la disminuci n
de la biodisponibilidad de NO en el endotelio vascular impide la normal relajaci n
muscular. A su vez el endotelio expresa en su membrana receptores para
colesterol-LDL oxidado y AGEs. La uni n de los diferentes ligandos a sus
receptores inician cascadas de se alizaci n que conducen a un aumento de Oz~ por
v as enzim ticas y producci n de NO por la eNOS desacoplada, produci ndose m s
ONOO:-. De esta forma se activan v as inflamatorias de la ¢ lula endotelial, llevando
a la producci n de decenas de mol culas cuyo efecto biol gico se ver evidenciado
como disfuncién endotelial (Szabo 2009, Storino y col. 2014).

Por su parte, la peroxidaci n de las lipoprote nas de baja densidad (LDL)
constituye quiz s la mayor contribuci n de los radicales libres a la g nesis y
agravamiento de la aterosclerosis. Estas son algunas de las alteraciones en el
sistema vascular dadas por el estado de estr s oxidativo que se vinculan con el
aumento del riesgo cardiovascular en pacientes diab ticos (Aronson y Rayfield

2002, Farhangkhoee y col. 2005).

Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en la gestacion y efecto de la

diabetes materna.
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La gestaci n es un estado fisiol gico que se acompa a de una gran demanda
energ tica, alta tasa metab lica y elevados requerimientos de ox geno. Podr a
pensarse al embarazo entonces, como un estado pro-oxidante per se, evidenciando
diversos marcadores de estr s oxidativo a lo largo de la gestaci n (Toescu y col.
2002, Palm y col. 2009). Este aumento de ROS est acompa ado de cambios en los
sistemas de defensa antioxidante (Gitto y col. 2002). Algunos trabajos evidencian
un incremento de actividad antioxidante que conduce a un balance entre ROS y
antioxidantes (Djordjevic y col. 2004).

La placenta es uno de los principales rganos que produce ROS en sus
diversos tipos celulares a nivel de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial y por v as enzim ticas como la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa,
NOS, etc (Myatt y Cui 2004). Durante el desarrollo placentario las ROS cumplen
diversas funciones fisiol gicas. A comienzo de la gestaci n bajos niveles de Oz son
esenciales para inducir la normal proliferaci n y angiog nesis propia del
desarrollo placentario. Hacia el final del primer trimestre cuando la circulaci n
placentaria est completamente establecida, aumenta la presi n de 02, a suvez que
aumentan las ROS, particularmente en el sinciciotrofoblasto y se modifican las
defensas antioxidantes. Estos balances din micos entre ROS y antioxidantes est n
involucrados en la regulaci n de diferentes procesos como la proliferaci n,
invasi n y migraci n, fusi n y apoptosis del trofoblasto, as como tambi n la
angiog nesis placentaria (Myatty Cui 2004, Tuuli y col. 2011).

El NO es mediador clave en diversos procesos reproductivos entre ellos la
decidualizaci n y la implantaci n, regula el tono vascular y el remodelamiento
arterial uterino (Thaler y Epel 2003). Se ha evidenciado expresi n de eNOS e iNOS
en diversos tipos celulares placentarios, tanto en humanos como en diversos
modelos animales y sus expresiones var an a lo largo de la gestaci n, modulando la
angiog nesis y vasculog nesis placentaria (Suzuki y col. 2009, Krause y col. 2011).
El NO es capaz de regular la actividad de enzimas proteol ticas de remodelaci n de
la matriz extracelular (metaloproteasas, MMPs), proceso clave durante el
desarrollo feto-placentario (Vuy Werb 2000).

El NO participa en el crecimiento fetal de ratas y la inhibici n de su s ntesis

conduce a larestricci n del crecimiento fetal (Neerhof y col 2011).
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Durante la organog nesis el NO act a como morf geno evidenciando un
patr n de expresi n espacio-temporal. An malos niveles de NO o alteraciones en
la expresi n de las enzimas que lo sintetizan conducen a defectos en el desarrollo
embrionario y fetal (Kulandavelu y col. 2013, Tiboni y Ponzano 2014).

Las tres isoformas de NOS se expresan en el sistema nervioso murino desde
mediados de la gestaci n y la isoforma neuronal incrementa su expresi n en el
cerebro conforme avanza la gestaci n (Keilhoff y col. 1996, Ling y col. 2012). En
diversos modelos animales, se observ que el NO regula la diferenciaci n y
migraci n c lulas de la cresta neural durante la morfog nesis craneofacial y
participa en el desarrollo del tubo neural (Plachtay col 2003, Kongy col. 2014).

En el coraz n en desarrollo de ratas se observ la expresi n de iNOS y eNOS
en estadios tempranos, participando en la cardiomiog nesis (Bloch y col. 1999). La
expresi n an mala de la eNOS conduce a malformaciones en el desarrollo
embrionario del coraz n en modelos murinos, llevando a defectos en la formaci n
de septos card acos y las v lvulas a rticas, bic spide y tric spide (Lee y col. 2000,
Feng y col. 2002, Liu y col. 2013).

En el pulm n fetal de ratas se ha encontrado la expresi n de las tres
isoformas de NOS, con incrementos evidentes hacia finales de la gestaci n (Xue y
col. 1996, Zambuzzi y col. 2009). El NO est involucrado en el desarrollo de la
vasculatura del pulm n fetal y a su vez facilita la vasodilataci n pulmonar a
t rmino, evento necesario para la transici n al medio a reo en el nacimiento
(Abman y col. 1999, Gao y Raj 2010). Adem s, el NO participa como morf geno en

la ramificaci n pulmonar (Young y col. 2002).

El estado diabético durante la gestaci n conduce a un estado pro-
inflamatorio y pro-oxidante como consecuencia del exceso de sustratos oxidables
en la circulaci n materna, que altera el desarrollo placentario, embrionario y fetal
tanto en pacientes como en modelos animales de diabetes (Jawerbaum y Gonzalez
2006, Lappasy col. 2011, Zhao y Reece 2013).

En pacientes diab ticas gestantes se observaron marcadores de estr s
oxidativo en plasma como aumento de lipoper xidos e hidroper xidos, disminuida
capacidad antioxidante total y menores niveles de antioxidantes enzim ticos y no

enzim ticos (Toescuy col. 2004, Lopez-Tinoco y col. 2013).
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Numerosos trabajos exponen los efectos adversos del estr s oxidativo y
nitrativo en placentas tanto de mujeres como en modelos experimentales de
diabetes (Myatt 2010, Lappasy col. 2011, Pereira y Martel 2014).

Trabajos previos de nuestro laboratorio evidenciaron elevada producci n de
NO en placentas de ratas diab ticas en diversos per odos de la gestaci n, as como
tambi n incremento del da o inducido por peroxinitritos y elevada peroxidaci n
lip dica (Capobianco y col. 2005, Pustovrh y col. 20053, Martinez y col. 2011a). En el
mismo sentido, se observ incremento de lipoper xidos, producci n de NO e
incremento de prote nas nitradas en placentas a t rmino de pacientes diab ticas
(Capobianco y col. 2012).

El NO es un importante regulador placentario y su an malo metabolismo en
la diabetes materna conduce a defectos en el desarrollo y funci n de la vasculatura
feto-placentaria (San Martin y Sobrevia 2006, Leach y col. 2009).

Por su parte, la elevada producci n de NO y peroxinitritos en la placenta
diab tica incrementa la actividad de las MMPs 2 y 9, eventos que se asocian a

procesos fisiopatol gicos (Pustovrh y col. 2005a, Capobianco E y col. 2012).

El embri n tambi n se ve claramente afectado por la diabetes materna. La
diabetes pregestacional con deficiente control metab lico, est asociada a defectos
en el desarrollo del sistema nervioso central, maformaciones card acas y
alteraciones de estructuras craneofaciales (Ornoy y col. 2015). Si bien se estima
que son m ltiples las causas que subyacen a la embriopat a diab tica, se considera
que tiene un rol clave el estrés oxidativo que se genera como consecuencia del
aumento de las ROS y el desbalance de los sistemas de defensa antioxidantes en el
embri n (Wang y col 2015b).

Una delicada regulaci n espacio-temporal de los procesos apopt ticos es
necesaria para la normal organog nesis. Diversos trabajos muestran el v nculo
entre la embriopat a diab tica y la activaci n de v as pro-apopt ticas, inducidas
por el aumento del estr s oxidativo y nitrativo (Loeken 2005, Yang y col. 2008, Cao
ycol 2012).

En modelos experimentales de diabetes se observ que la hiperglucemia es
capaz de activar la expresi n de iNOS en embriones de rat n (Yang y col 2010).

Trabajos previos de nuestro laboratorio evidenciaron que la producci n de NO

43



Introduccion

est incrementada en embriones de rata en modelos de diabetes moderada y
severa, eventos que se asocian al aumento de la tasa de malformaciones
(Jawerbaum y col. 1998, Jawerbaum y col. 2001). A su vez, se encontraron elevados
niveles de nitraci n proteica, indicador de da o inducido por peroxinitritos, en el
tubo neural, pliegues neurales y en el coraz n en desarrollo de embriones de ratas
diab ticas (Jawerbaum y col 2005). Consecuente con el aumento de NO y
peroxinitritos, en embriones de ratas diab ticas se observ un aumento de la
actividad de las MMPs, que se asocia a alteraciones en remodelamiento de la
matriz extracelular, proceso fundamental en desarrollo embrionario (Higa y col.
2011).

El estado de estr s oxidativo caracter stico de la gestaci n diab tica, altera
m ltiples vas de se alizaci n celular involucradas en el proceso de
cardiomiog nesis en embriones de ratones, anomal as que pueden conducir a
malformaciones cong nitas del coraz n (Morgan y col. 2008, Wang y col. 2015a,
Wang y col. 2015c). Estudios de nuestro grupo de trabajo evidenciaron aumento de
la actividad de NOS en el coraz n fetal de rata diab tica en el per odo de post-

placentaci n (Pustovrh y col. 2007).
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Receptores activados por proliferadores

peroxisomales (PPAR)

Estructura, mecanismo de accion y localizacion de los PPAR

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) pertenecen
a la super-familia de receptores nucleares. Son factores de transcripci n activados
por ligando que regulan la expresi n de numerosos genes involucrados en
procesos tales como la homeostasis metab lica, eventos reproductivos y de
desarrollo, procesos anti-inflamatorios e inmunes, etc (Bensinger y Tontonoz
2008).

Se han identificado tres isotipos de PPAR codificados por distintos genes:
PPARa (NRC1C1), PPARB/S (NRC1C2) y PPARy (NRC1C3), presentando una
homolog a de secuencias mayor al 80% entre la rata, el rat n y el humano, lo que
evidencia un alto grado de conservaci n entre especies (Jawerbaum y Capobianco
2011).

En su estructura se pueden reconocer los dominios t picos de los receptores
nucleares: posee un dominio A/B N-terminal que contiene la funci n de
transactivaci n independiente de ligando (AF-1), el dominio C que se une a
secuencias de respuesta a los PPAR en ADN (PPRE, elementos de respuesta a
PPAR) a través su estructura “dedos de zinc”, el dominio D que corresponde a una
regi n bisagray el dominio E que posee la funci n de la activaci n dependiente de
ligando AF-2, cuya estructura espacial forma una cavidad hidrof bica la cual recibe
al ligando. Adem s, el dominio E participa en la heterodimerizaci n con el receptor

del cido 9 cis-retinoico (RXR) (Esquema 9).
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Esquema 9. Vista de PPARYy (rojo) formando heterodimero con el RXR-a (azul), con
sus respectivos ligandos (verde), junto a coactivadores (celeste y lila), unidos al ADN.

Adaptado de (Chandra y col. 2008).

En su mecanismo cl sico de acci n, los PPAR heterodimerizan con el
receptor del cido retinoico (RXR, NR2B), a n en ausencia de ligando. De esta
forma suelen encontrarse en el citosol o en el n cleo unidos a los PPRE presentes
en las regiones promotoras de sus genes blanco (Benz y col. 2012). Estas
secuencias PPRE son variantes de repeticiones directas de elementos de respuesta
a hormonas (AGGTCA) separadas por una sola base que se encuentran en la regi n
promotora de numerosos genes (Palmer y col. 1995). La uni n del ligando inicia
cambios conformacionales en el receptor, que resultan en la liberaci n de co-
represores como N-COR, SMRT o Rip140 y el reclutamiento de co-activadores
como SRC1, TIF2, p300/CBP o PGC-1 y la subsiguiente activaci n de la expresi n
del gen blanco (Feige y Auwerx 2007, Viswakarma y col. 2010)(Esquema 10).
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Esquema 10. Representacion esquemdtica de la via cldsica de activacién de los PPAR,
mediante la unién de ligandos especificos de cada PPAR, enddgenos o sintéticos, o dcidos
grasos poliinsaturados agonistas de los tres isotipos. Adaptado de (Jawerbaum y Capobianco

2011).

Adem s del mecanismo cl sico de activaci n, se han descripto diversos
mecanismos de acci n de los PPAR que no involucran su uni n al ADN, sino que
median efectos represivos a trav s de inhibir la acci n de otros factores de
transcripci n claves. Este mecanismo denominado transrepresién puede deberse a
que los PPAR inhiben la uni n de otros factores de transcripci n al ADN atrav s de
interacciones prote na-prote na, o pueden secuestrar cofactores necesarios para su
actividad. De esta forma, por ejemplo PPARa puede reprimir la expresién génica
mediada por NF-kB, secuestrando la subunidad p65 de dicho factor de
transcripcion. PPARB/6 en ausencia de ligando puede unirse a BCL-6 y tras la
uni n al ligando liberar a este represor e inhibir la transcripci n de sus genes
blanco (Tan y col. 2005, Feige y col. 2006).

Las acciones de los PPAR est n reguladas por los niveles de expresi n,
sntesis y grado de estabilidad del receptor, las modificaciones post-

traduccionales que sufren, la disponibilidad de sus ligandos con distinta afinidad y
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especificidad, as como tambi n el reclutamiento de cofatores (DiRenzo y col. 1997,
Desvergne y col. 2006).

Las modificaciones post-traduccioneles que modulan la funci n de los PPAR
son varias e incluyen la fosforilaci n por acci n de quinasas como las MAPK, PKA y
PKC en diversos residuos de los receptores PPAR que pueden conducir a cambios
conformacionales y modificar la afinidad por los ligandos, RXR, cofactores y genes
blanco (Diradourian y col 2005). Al igual que otros receptores nucleares, los
niveles de PPAR pueden ser regulados por la ubiquitinaci n y degradaci n va
proteosoma, mecanismo modulado por distintos factores que incluyen la uni n a
ligandos, corepresores y cofactores (Hauser y col 2000, Blanquart y col. 2002).
Otro sistema de regulaci n post-traduccional es la sumoilaci n, es decir la adici n
de peque as mol culas hom logas a la ubiquitina, cambio que puede modificar la
actividad transcripcional del receptor o los mecanismos de transrepresi n
(Ohshima y col. 2004, Pascual y col. 2005).

Los PPAR presentan m ltiples ligandos end genos y sint ticos que regulan la
expresi n de los genes blanco. Cada PPAR posee ligandos isotipo-espec ficos y a su
vez existen ligandos, mayormente cidos grasos mono y poiinsaturados, que son
compartidos por los tres PPAR (Grygiel-Gorniak 2014). Los estudios
cristalogr ficos de los PPAR muestran que el sitio de uni n al ligando forma un
“bolsillo hidrofébico” que puede acomodar a un gran n mero de mol culas
lip dicas, hecho que explica la capacidad de estos receptores de unirse a diversos
ligandos con distinta afinidad y desencadenar m ltiples respuestas (Xu y col. 2001,

Chandra y col. 2008) (Esquema 10)

El presente trabajo de tesis se va a centrar en las funciones de las isoformas

PPARa y PPARy.

PPARa se expresa principalmente en tejidos con alta tasa metab lica como el
h gado, coraz n, m sculo esquel tico, gl ndula adrenal y placenta (Braissant y col.
1996, Auboeuf y col 1997). PPARa también se expresa en células del sistema

inmune como linfocitos, macr fagosy c lulas dendr ticas.
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PPARa puede ser activado por ciertos acidos grasos de cadena larga como
acido araquidonico (AA), acido linoleico, acidos o« y vy- linol nico, cido
docosahexaenoico (DHA) y cido eicosapentaenoico (EPA) (Forman y col. 1997).

Por su parte, PPARa es activado por diversos eicosanoides como el
Leucotrieno B4 (LTB4)(Forman y col 1997, Hihi y col 2002). Este Itimo es un
potente mediador lip dico sintetizado a partir de cido araquid nico (AA) liberado
de las membranas biol gicas por acci n de fosfolipasas, y luego es metabolizado
por las enzimas 5-lipooxigenasa (5-LOX) y la LTA4 hidrolasa para formar el LTBa.
El LTB4 puede unirse adem s, a sus receptores de membrana denominados BLT1 y
BLT2 y actuar a trav s de mecanismos cl sicos de receptor acoplado a prote na G
(Okuno y col. 2005). Se ha demostrado el efecto fisiol gico del LTB4 como ligando
endoégeno de PPARa que media procesos anti-inflamatorios, evidenciando efectos
distintos en la respuesta de este mediador lip dico de acuerdo al receptor al que se
una (Narala y col. 2010).

Los fibratos (clofibrato, fenofibrato, ciprofibrato, bezafibrato, gemfibrozil) y
Wy14643 son ligandos farmacolégicos de PPARa (Forman y col. 1997). Algunos de
estos compuestos son utilizados para el tratamiento de las dislipidemias dada su
capacidad de regular el metabolismo lip dico, disminuir las complicaciones
aterog nicas y el riesgo cardiovascular asociado al s ndrome metab lico
(Desvergne y col. 2004, Fievet y Staels 2009). En los Itimos a os se han
desarrollado nuevos agonistas farmacol gicos con efecto parcial o dual (agonistas
de PPARa/8 o a/y), muchos de ellos se encuentran ain en etapas pre-cl nicas
(Mansour 2014) .

PPARa controla la homeostasis lipidica en diferentes O6rganos,
fundamentalmente en h gado, m sculo esquel tico y coraz n, as como tambi n
participa en el metabolismo de los carbohidratos (Lefebvre y col. 2006). Estudios
en ratones nulos o deficientes en el gen de PPARa mostraron su rol clave en la
oxidaci n lip dica mitocondrial y peroxisomal, transporte e incorporaci n de

cidos grasos y el catabolismo de los triglic ridos entre otros, particularmente
durante la adaptaci n al estado de ayuno (Aoyama y col. 1998, Leone y col. 1999,
Muoio y col. 2002). En 6rganos como el higado y el corazon, PPARa regula la
expresi n de prote nas implicadas en m ltiples aspectos del metabolismo de

| pidos (Mandard y col 2004). PPARa activa genes que codifican para proteinas
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transportadoras de cidos grasos como la translocasa de cidos grasos (FAT), la
prote na transportadora de cidos grasos (FATP1) y las prote nas de uni n a

cidos grasos (FABP)(Motojima y col 1998, Bonen y col. 2004). Al atravesar la
membrana plasm tica los cidos grasos son esterificados a steres de acil-CoA
evitando su eflujo desde el interior de la c lula. Esta reacci n est mediada por la
enzima acil-CoA sintetasa, cuya expresion también esta regulada por PPARa
(Schoonjans y col. 1996). A su vez, la activaci n de este receptor nuclear regula
expresi n de la carnitina palmitoil-transferasa 1 (CPT1), enzima limitante del
proceso de [3 oxidacion lipidica, que permite el ingreso de los cidos grasos a la
mitocondria (Mascaro y col. 1998). En la matriz mitocondrial, los cidos grasos
entran en la via de la 3 oxidacién y la mayor a de las enzimas involucradas en este
proceso también estan reguladas transcripcionalmente por PPARa: acil-CoA
deshidrogenasas (de cadena muy larga, larga, media y corta), enoil-CoA hidratasa,
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y 3-cetoacil-CoA tiolasa.

Los cidos grasos de cadena de m s de 20-22 carbonos, otros derivados
lip dicos como eicosaniodes y los cidos grasos ramificados son oxidados
parcialmente en los peroxisomas, generando sustratos que luego entrar n en la
mitocondria para su oxidaci n total. La expresi n de enzimas claves en la
oxidaci n peroxisomal como la acil-CoA oxidasa (ACO), tambi n est n bajo la
regulacion trancripcional de PPARa (Varanasi y col. 1996).

PPAR« esta involucrado también en el metabolismo de los triglicéridos y las
lipoproteinas. PPAR«a regula la expresidon de apoproteinas: disminuye la expresion
de apo C-III presente en las VLDL (lipoprote nas de muy baja densidad) e
incrementa la expresi n de las apoprote nas apoA-I y apoA-II presentes en las HDL
(lipoptote nas de alta densidad). A su vez estimula la expresi n de la lipoprotein
lipasa (LPL) con funci n triglicerido hidrolasa en h gado y m sculo favoreciendo la
hidr lisis de VLDL y conversion a LDL. En este sentido, agonistas de PPARa como
los fibratos, ejercen sus efectos ben ficos, en parte, debido a su capacidad de
reducir la producci n de VLDL y estimular el catabolismo de las part culas ricas en
triglic ridos, lo cual indirectamente disminuye las LDL, estimulando la formaci n
HDL (Fruchart y col 2003). La interacci n de las HDL con el receptor SR-BI
(receptor scavenger BI) o transportadores de la familia ABC (ATP binding cassette)

A1, G1 o G4, estimula el eflujo del colesterol de los tejidos perif ricos conduciendo
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al transporte reverso de colesterol (TRC) y finalmente a su excreci n hep tica.
Agonistas de PPARa incrementan también la expresion de ABCA1 y SR-BI (Chinetti
ycol 2001).

A su vez, PPARa participa en la regulacién de eventos anti-inflamatorios.
Ratones nulos para el gen de PPARa, muestran respuesta inflamatoria exacerbada
ante el tratamiento con lipopolisac ridos y en modelos de asma experimental y de
enfermedades autoinmunes (Straus y Glass 2007, Yoo y col. 2011, Hecker y col.
2015). PPARa se expresa en c lulas del sistema inmune, ejerciendo m ltiples
funciones, entre ellas modulando la expresi n de citoquinas hacia un perfil anti-
inflamatorio (Cunard y col 2002, Jones y col. 2002).

Se han descripto varios mecanismos por los cuales PPARa regula vias de
se alizaci n en condiciones inflamatorias cr nicas y agudas (Cuzzocrea y col
2006, Gervois y Mansouri 2012). Por ejemplo, la activacién de PPARa conduce a su
interacci n con factores de transcripci n del complejo NF-kB reprimiendo la
transcripci n de genes inducidos por se ales inflamatorias, tales como mol culas
de adhesi n, metaloproteasas e interleuquinas pro-inflamatorias (Delerive y col.
1999, De Bosscher y col. 2006). Por otro lado PPARa es capaz de regular vias
inflamatorias en forma sin rgica a trav s de la interacci n con la va de
se alizaci n de los glucocorticoides y de los estr genos ejerciendo una acci n
represiva de la v a NF-xB (Bougarne y col. 2009, Crisafulli y col. 2009). A su vez
act a por la va cl sica estimulando la transcripci n de citoquinas anti-
inflamatorias y el factor i-kB (Delerive y col. 2000).

PPARa también modula la produccién de NO, un importante mediador
inflamatorio, capaz de desencadenar respuestas citot xicas a concentraciones
elevadas. En modelos murinos se han descripto elementos de respuesta a PPAR en
la regi n promotora del gen iNOS (Crosby y col 2005). Diversos estudios
mostraron el papel del receptor PPARa como regulador negativo de la expresion
de iNOS y la producci n de NO, as como tambi n la capacidad de agonistas de
PPARa para regular la sobreproduccion de este mediador inflamatorio en diversas
condiciones fisiopatol gicas (Crisafulli y Cuzzocrea 2009, Clockaerts y col. 2011,
Gray y col. 2011). También, agonistas de PPARa contribuyen a este efecto de
regulaci n negativa, incrementando la degradaci n de la enzima iNOS por la va

proteosomal (Paukkeri y col. 2007).
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PPARa ademas, esta involucrado en el balance oxidativo celular. Estudios en
ratones nulos para el gen de PPARa, mostraron su importancia en la homeostasis
redox dado que en este modelo se encontr menor actividad de sistemas
antioxidantes, mayor producci n de especies oxidantes, prote nas nitradas y
lipoper xidos, particularmente en estado de ayuno (Abdelmegeed y col. 2009). Por
otra parte, diversos estudios mostraron que la activaci n de este receptor resulta
en la inducci n de la expresi n de enzimas antioxidantes como la CAT, la SOD y
mediadores de la v a del glutati n (Devchand y col. 1996, Inoue y col. 1998).
También, hay evidencia que sugiere que PPARa es capaz de regular los niveles
plasm ticos de lipoper xidos y que la administraci n de bezafibrato, agonista de

PPARaq, reduce su produccién (Inoue y col. 1997, Inoue y col. 1998).

PPARYy se expresa principalmente en tejido adiposo marr n y blanco y en
menor medida en c lulas del sistema inmune, intestino, colon, sistema
cardiovascular, pulm n, placenta, etc (Braissant y col. 1996, Auboeuf y col. 1997,
Barak y col 1999). Se han descripto tres ARNm de este receptor producto de
splicing alternativo: PPARy1, PPARy2 y PPARy3. El ARNm PPARy1 y PPARy3 dan
como resultado la misma proteina, mientras que PPARy2 contiene 30 aminoacidos
m s en la regi n N-terminal (Tontonoz y col. 1994). PPARy1 se expresa en varios
tejidos y PPARy2 lo hace principalmente en tejido adiposo en condiciones
fisiol gicas (Werman y col. 1997, Rosen y col. 2002).

PPARY es activado por la prostaglandina 15dPGJ;, metabolito derivado de la
PGD2, que se une directamente al dominio de uni n al ligando (Forman y col
1995). Como se mencion anteriormente, ciertos cidos grasos insaturados como
el DHA y el EPA, son capaces de activar a los PPAR, incluyendo a PPARy. Dentro de
los ligandos farmacol gicos se pueden nombrar a diversas drogas como las
tiazolidinedionas, pioglitazona y rosiglitazona entre otras, que se han utilizado
para el tratamiento de la DM2 y la isulinorresistencia (Sauer 2015).

PPARy es considerado uno de los factores claves en el proceso de
adipog nesis y su expresi n est activada durante estos eventos de diferenciaci n
por diversas v as que incluyen regulaci n transcripcional y epigen tica (Lee y Ge
2014). Diversos estudios muestran tambi n la participaci n de este receptor en la

diferenciaci n de otros tipos celulares como miocitos, ¢ lulas card acas,
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macr fagos alveolares, etc (Singh y col. 2007, Schneider y col. 2014, Zadegan y col.
2015).

Como se mencion anteriormente, la activacion de PPARy promueve la
diferenciaci n y la activaci n de genes en adipocitos, particularmente aquellos
genes relacionados con la lipog nesis, incorporaci ny acumulaci n de triglic ridos
(Rosen y MacDougald 2006).

A su vez PPARY es un importante modulador del metabolismo de la glucosa y
los 1 pidos desempe ando papeles claves en la sensibilidad a la insulina en tejidos
perif ricos. La regulaci n del n mero de adipocitos y la actividad lipog nica por
este receptor permite el correcto almacenamiento del exceso de | pidos dietarios
en tejido adiposo. La acumulaci n inapropiada de 1 pidos en h gado o m sculo
est n estrechamente relacionados con la patog nesis de la insulinorresistencia y el
desbalance del metabolismo de la glucosa (Sinha y col. 2002). La activaci n de
genes blanco por parte de PPARy conduce al adecuado almacenamiento en tejido
graso, evitando su acumulaci n en otros tejidos y sus efectos delet reos. En estas
bases puede sustentarse el efecto de drogas antidiab ticas como las
tiazolidinedionas que se unen directamente al receptor PPARy y aumentan la
sensibilidad a la insulina y son capaces de re-direccionar la acumulaci n del pidos
del h gado y m sculo hacia tejido adiposo y disminuir los niveles de cidos grasos
circulantes (Boden y col. 2005). Otro mecanismo que podr a estar involucrado en
la sensibilizaci n a la insulina en tejidos perif ricos, podr a estar relacionado con
la activaci n del receptor PPARy en tejido adiposo y su capacidad de regular la
producci n de hormonas denominadas adipoquinas, como la adiponectina que es
capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina en diversos tejidos (Maeda y col.
2001, Berg y col. 2002).

Por otro lado, PPARy participa también en la homeostasis del colesterol
activando la transcripci n del receptor SR-BI y CD36 en macr fagos (Tontonoz y
col. 1998, Chinetti y col. 2000). Similar a lo observado con PPARa, agonistas de
PPARYy incrementan la expresion de ABCA1 en macrofagos e induciendo el eflujo
de colesterol y controlando as los pasos iniciales del transporte reverso del
colesterol (Chinetti y col. 2001).

A n en forma m s marcada que las otras isoformas de PPAR, PPARy media

efectos anti-inflamatorios en diversos tipos celulares. Ligandos de PPARy
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mostraron su capacidad de inhibir la producci n de mediadores inflamatorios y
citoquinas en macroéfagos como TNFa, IL-1B, IL-6 y MMP-9 (Jiang y col. 1998,
Ricote y col 1998). A su vez ligandos de este receptor mostraron efectos anti-
inflamatorios en diversos modelos de enfermedades como aterosclerosis,
insulinoresistencia inducida por obesidad, artritis, etc (Yamasaki y col. 2002, Corzo
y Griffin 2013). Pacientes obesos y con DM2 tratados con glitazonas, mostraron
una disminucién de marcadores inflamatorios plasmaticos como TNFa, MMP-9,
prote na C reactiva y mol culas de adhesi n,as como tambi n menores niveles del
factor NF-xB, incremento de IkB, y disminucién de ROS en células mononucleares
circulantes (Aljada y col. 2001, Haffner y col. 2002). PPARY interactta con factores
de las v as NF-kB, AP-1 y STAT-1 y a trav s de mecanismos de transrepresi n
regula negativamente la expresi n de m ltiples genes pro-inflamatorios (Delerive
y col. 2001). Glass y colaboradores han aportado relevante evidencia de los
mecanismos moleculares que subyacen a la accién de transrepresion de PPARy en
macr fagos y linfocitos y su implicancia en la mediaci n de eventos inflamatorios
(Ricote y Glass 2007, Glass y Saijo 2010). En este sentido han descripto la
capacidad de PPARy de regular negativamente la expresion de iNOS en macréfagos

ante est mulos inflamatorios como LPS e interferén vy.

PPARa y PPARYy en el desarrollo fetal y placentario
Numerosos estudios han evidenciado la importancia de los receptores PPAR
en diversos eventos reproductivos, desde etapas pre-concepcionales hasta el parto

y la lactancia (Rees y col 2008).

En el desarrollo y funcién placentaria:

Los PPAR juegan importantes roles en la regulaci n de la implantaci n del
embri ny el desarrollo de la placenta (Fournier y col. 2007). Las tres isoformas de
PPAR se expresan en la placenta, y a diferencia de PPARS que se expresa en este
organo en forma temprana, PPARa y PPARY lo hacen mas tardiamente (Barak y col.
2008). El desarrollo de ratones nulos para estos receptores ha permitido dilucidar
distintos aspectos sobre su funcionalidad.

PPARa se expresa en distintos tipos celulares placentarios y ratones nulos

para el gen de PPARa evidenciaron desarrollo placentario sin alteraciones
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mayores, aunque S poseen mayores tasas de abortos y mortalidad neonatal (Wang
y col. 2002, Yessoufou y col 2006). Estudios previos de nuestro laboratorio
mostraron en el per odo de placentaci n temprana en rata (da 14) que la
activacion de PPARa con distintos agonistas disminuye la sintesis de novo de
| pidos y la acumulaci n de diferentes especies lip dicas, al mismo tiempo que se
evidenciaron efectos lipol ticos (Martinez y col. 2008). En placentas de rata a
término, la activacion de PPARa fue capaz de reducir la producci n de NO, a la vez
que aumentd la expresion del propio receptor PPARa (Martinez y col. 2011a).
Estos resultados podr an estar indicando la importancia del receptor PPARa en
funciones vinculadas con el intercambio materno-fetal de nutrientes. Por otro lado,
se ha reportado que agonistas farmacoldgicos de PPARa son capaces de regular la
secreci n de hormonas placentarias esenciales para el mantenimiento de la
gestaci n, en trofoblastos humanos. (Hashimoto y col. 2004).

PPARY es esencial para el normal desarrollo de la placenta. Ratones nulos
para el gen de PPARy presentan muerte embrionaria a estadios tempranos (d a
10.5) como resultado de anomal as en la proliferaci n, invasi ny diferenciaci n de
tejido placentario. Se han descripto en estos modelos alteraciones en la vasculatura
placentaria as como tambi n disminuci n de dep sitos lip dicos (Barak y col
1999).

Ligandos de PPARy modifican la morfolog a placentaria y regulan la
expresi n de m ltiples prote nas involucradas en el transporte de cidos grasos,
modulando la incorporaci n y la acumulaci n de 1 pidos (Schaiff y col. 2007). En
este mismo sentido, trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que PPARy
participa de la homeostasis lip dica, regulando procesos de s ntesis y utilizaci n de
| pidos en placenta de rata, as como tambi n los niveles de su propio ligando
end geno, 15dPG]J (Capobianco y col 2005, Capobianco y col. 2008b).

Cabe destacar adem s, la capacidad de agonistas end genosy farmacol gicos
de PPARy de disminuir la respuesta inflamatoria inducida por LPS en cultivo
celular y tisular placentario humano, disminuyendo la expresi n de citoquinas pro-
inflamatorias, la enzima COX-2 y MMPs a trav s de la represi n de la va NF-kB

(Lappasy col. 2002, Lappas y col. 2006).
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En el periodo fetal:

En feto en desarrollo se expresan los tres isotipos de PPAR. A diferencia de
PPARS que se expresa en el embridn desde estadios tempranos, PPARa y PPARy
comienzan a expresarse en el feto en el per odo de post-placentaci n (d a 13.5 de
gestaci n en rata). La distribuci n tisular de los distintos isotipos de PPAR en fetos
de rata es similar a la encontrada en tejidos adultos (Braissant y Wahli 1998). Un
patr nde expresi n similar de los PPAR se ha descripto en tejidos fetales humanos
(Abbott y col. 2010)

PPARa se expresa principalmente en higado, corazén, musculo esquelético,
p ncreas, sistema nervioso central, pulm n, etc (Abbott 2009). Se ha propuesto la
participaci n de este receptor como regulador de crecimiento y diferenciaci n
durante el desarrollo fetal principalmente en h gado (Gruppuso y col 2000).
Varios estudios en diversos modelos animales evidenciaron que la administraci n
materna de activadores de PPARq, incrementan la expresion de genes blanco de
este receptor en h gado fetal en la gestaci n a t rmino, como ACO, Citocromo
P4A1 (Cyp4al0), CPT I, MCAD y LCAD (Ringseis y col. 2007, Palkar y col. 2010, Lin
y col. 2015). Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que la activaci n
fetal de PPARa regula la acumulaciéon de lipidos y la lipoperoxidaciéon en dicho

rgano fetal (Martinez y col. 2011b).

En el per odo fetal el coraz n utiliza principalmente glucosa y lactato como
sustratos oxidables y en el nacimiento se produce un cambio hacia la utilizaci n de

cidos grasos como principal fuente de energ a card aca, evento necesario para
metabolizar la leche materna y adaptarse a nuevas condiciones fisiol gicas (Finck
2007). Se ha descripto la participaciéon de PPARa en la regulaciéon energética y el
cambio de utilizaci n de sustratos metab licos del coraz n en la transici n a la

vida extrauterina (Steinmetz y col. 2005, Buroker y col. 2008).

PPARY se expresa en el feto primero en el sistema nervioso central (dia 13.5
al 15.5 en rata) y a partir del d a 18.5 lo hace principalmente en el tejido adiposo
marr n a niveles elevados respecto de otros tejidos (Braissant y Wahli 1998).

Como se mencioné anteriormente ratones nulos PPARy-/-, presentan muerte
embrionaria al da 10.5 de gestaci n. Estos embriones adem s presentan

alteraciones card acas como hipoplasia ventricular severa y degeneraci n de la
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zona trabecular entre otras, siendo dichos defectos card acos consecuencia de la
insuficiencia placentaria que presentan estos ratones (Barak y col 1999).

La deficiencia de PPARY, estudiada en fetos de ratones PPARy+/- y quimeras
para dicho gen, evidencian alteraciones en el desarrollo del tejido adiposo,
anormales dep sitos lip dicos en el h gado (h gado graso), y severas hemorragias
intestinales. Adem s presentan muerte prematura por la falta de tejido adiposo
(Barak y col. 1999).

Se ha descripto la importancia de PPARY en la diferenciacién y maduracién
del pulm n (Simon y col. 2006, Rehan y Torday 2012). PPARYy participa en la
diferenciaci n de lipofibroblastos, c lulas que captan y acumulan | pidos para
proveer a las c lulas alveolares de tipo II, las cuales producen el surfactante
pulmonar (Rehan y Torday 2012). Trabajos de Chen y colaboradores mostraron
que la expresién de PPARY se incrementa previo al nacimiento en lipofibroblastos
en el pulm ny que los cambios en la expresi n de este receptor van acompa ados
de cambios en la expresi n de genes blanco con funciones adipog nicas, lo que
pod a indicar cambios en pos de incrementar la acumulaci n de triglic ridos para
soportar la s ntesis de surfactante de vital importancia para la transici n a la vida
extrauterina (Chen y col 1998). PPARy también participa en la maduracién
pulmonar en la vida neonatal y la administraci n de agonistas farmacol gicos y
end genos de este receptor estimulan la maduraci n del pulm n en el per odo

alveolar (Wang y col. 2009).

Los PPAR en la gestacion diabética

Los PPAR regulan v as metab licas afectadas por la diabetes y agonistas de
estos receptores presentan efectos anti-diabetog nicos, anti-inflamatorios y anti-
oxidantes, ben ficos para el tratamiento de la diabetes (Berger y Moller 2002).
Como se ha mencionado anteriormente, los PPAR participan en m Itiples procesos
reproductivos, que incluyen el normal desarrollo y funci n placentaria y el
desarrollo embrionario y fetal. Alteraciones en las v as de se alizaci n de los PPAR
pueden contribuir a la patog nesis de la diabetes en la gestaci n.

En pacientes diab ticas, los niveles de PPAR se encuentran alterados en la

placenta (Arck y col 2010, Jawerbaum y Capobianco 2011). PPARa y PPARy se
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encuentran reducidos en placentas de mujeres con diabetes y la activaci n de
dichos receptores in vitro con agonistas end genos y farmacol gicos regula el
alterado metabolismo lip dico y los elevados niveles de NO y lipoper xidos
(Jawerbaum y col. 2004, Capobianco y col. 2013).

En modelos experimentales de diabetes, numerosos trabajos de nuestro
laboratorio estudiaron la expresi n y funci n de los receptores PPAR, en la
placenta, el embri ny el feto, en distintos momentos de la gestaci n.

Tanto en la placenta de rata diab tica en el per odo de post-placentaci n
como en la placenta a t rmino se encontraron alteraciones en la expresi n de
PPARa y PPARy y/o niveles de sus respectivos ligandos endégenos LTBs y
15dPGJ>, efectos que pueden vincularse con anomal as inducidas por la diabetes
materna tales como desbalance del metabolismo de los I pidos, estado pro-
inflamatorio y pro-oxidante. A su vez estos trabajos muestran la capacidad de
agonistas de PPAR de regular dichas anomal as in vitro e in vivo (Capobianco y col.
2005, Martinez y col. 2008, Pustovrh y col. 2009, Martinez y col. 2011a).

En la gestaci n diab tica existe una mayor incidencia de malformaciones
cong nitas desarrolladas en el per odo de organog nesis temprana, que se
evidencia en mayores ndices de defectos en el tubo neural y del desarrollo
card aco (Eriksson y col. 2003).

Diversos estudios muestran la asociaci n en entre la deficiencia de cido
araquid nico, precursor de prostaglandinas (PG), con las malformaciones
embrionarias inducidas por la diabetes materna (Jawerbaum y Gonzalez 2005). En
este sentido, estudios en modelos animales de diabetes evidenciaron que en el
per odo de organog nesis temprana lo embriones poseen reducidos niveles de
15dPGJ>, prostaglandina que posee funciones vinculadas al metabolismo lip dico y
la homeostasis nitrid rgica. Estos reducidos niveles de 15dPGJ est n asociados a
una alterada producci n de NO y aumento de nitraci n proteica, principalmente en
pliegues neurales, tubo neural y el coraz n en desarrollo (Jawerbaum y col. 2002,
Jawerbaum y col. 2005).

En el per odo fetal se evidencia incremento de la transferencia de sustratos
metab licos de la madre diab tica al feto que conduce al aumento de estr s
oxidativo y desbalances metab licos fetales (Jawerbaum y Gonzalez 2006, Herrera

y Ortega-Senovilla 2010). En este contexto cobran relevancia las funciones anti-
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inflamatorias y reguladoras del metabolismo lip dico de los PPAR (Jawerbaum y
Capobianco 2011).

Hacia mediados de la gestaci n, fetos de ratas diab ticas presentan menores
niveles de 15dPGJ2, mientras que la expresion del receptor PPARy se encuentra
incrementada, posiblemente debido a efectos compensatorios. 15dPG]J2, adem s,
participa en la regulaci n de la actividad de metaloproteasas, importantes enzimas
de remodelaci n tisular, evento clave en procesos del desarrollo, que a su vez son
reguladas por mediadores pro-inflamatorios como el NO (Pustovrh y col. 2007,
Pustovrh y col. 2009).

Por otra parte, se evidenci6 la capacidad del receptor PPARa de regular el
metabolismo lip dico de fetos de ratas diab ticas.

Hacia mediados de la gestacion, si bien los niveles de PPARa no se
encuentran alterados en fetos de rata diab tica, se encuentran reducidos los
niveles de su ligando end geno LTBs. Adem s los fetos de ratas diab ticas
presentan mayor acumulaci n de | pidos, debido en parte al aumento de la s ntesis
de novo. Tanto el agonista end geno LTB4, como el farmacol gico clofibrato fueron
capaces de regular dichas alteraciones. Esto evidencia la importancia de la v a de
sefializacion de PPARa en la homeostasis lipidica fetal, que se encuentra alterada
en fetos de ratas diab ticas a mediados de la gestaci n (Martinez y col. 2008).

Caben destacar los trabajos realizados en nuestro laboratorio en los que se
evidencian los efectos ben ficos de ciertos cidos grasos agonistas de PPAR,
administrados en la dieta a ratas durante la gestaci n sobre alteraciones inducidas
por la diabetes materna. Dietas suplementadas con aceite de oliva o aceite de
c rtamo, ricos en cido oleico (n-9) y cido linoleico (n-6) respectivamente
regularon diversos par metros relacionados con el desbalance lip dico fetal de
ratas diab ticas, as como tambi n redujeron marcadores pro-inflamatorios

(Capobianco y col. 2008b, Higa y col. 2010).

En la gestaci n at rmino la activaci n tanto in vitro como in vivo de PPARa
regula el metabolismo lip dico en h gados de fetales de ratas diab ticas,
disminuyendo la sobreacumulaci n de 1pidos y el exceso de lipoper xidos
encontrados en este rgano fetal, previniendo la hepatomegalia y la macrosom a

fetal inducidas por la diabetes materna (Martinez y col. 2011b).
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Se ha demostrado que PPARa y PPARy poseen funciones de relevancia
durante el desarrollo feto-placentario y que las vias de seiializacion de ambos
receptores se encuentran alteradas en la gestacion diabética, con
consecuencias deletéreas para el feto. Sin embargo resta analizar las funciones
de estos receptores en érganos claves como el corazén y el pulmon fetal y su

implicancia durante la gestacion diabética a término.
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Hipotesis y Objetivos

Hipdtesis general

La gestacion diabética induce alteraciones del metabolismo lipidico,
nitridérgico y oxidativo en el corazén y el pulmén fetal a término, que
estdn vinculadas con anémalos niveles y/o funcion de los receptores
activados por proliferadores peroxisomales a y y (PPARa y PPARYy).
Agonistas de dichos receptores participan en la regulacion de
parametros afectados por la patologia diabética en corazony pulmon
fetal, como la homeostasis lipidica, la lipoperoxidacion y la produccion

de oxido nitrico.

Hipdtesis de trabajo

v La patologia diabética induce alteraciones en la expresion de los
receptores PPARa y PPARy en corazoén y pulmon fetal de rata en la
gestacion a término, anomalias que condicionan el metabolismo
lipidico y nitridérgico.

v’ Agonistas de PPARa y PPARy modulan el metabolismo lipidico en
corazon y pulmén fetal de rata diabética a término.

v Agonistas de PPARa y PPARy regulan la produccién de NO y
lipoperdxidos en corazén y pulmén fetal de rata diabética en la
gestacion a término.

v’ El tratamiento dietario materno con aceites enriquecidos en dcidos
grasos agonistas de PPAR modula la produccion de 6xido nitrico y el

metabolismo lipidico en el corazén y pulmén fetal de rata diabética.
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Objetivo general

Identificar efectos de la diabetes materna sobre el corazon y el pulmén
fetal a término en un modelo experimental de diabetes. Evaluar la
funciodn de los receptores PPARay PPARy y la accidn de agonistas de
dichos receptores sobre el metabolismo lipidico, la produccién de oxido
nitrico y la peroxidacion lipidica en corazon y el pulmén fetal de ratas

sanas y diabéticas.

Objetivos especificos

1) Evaluareneld a21 degestaci n de ratas sanas y diab ticas:

a. Par metros metab licos plasm ticos maternos y fetales.

b. En tejido card aco fetal: niveles de I pidos, expresi n de genes que
codifican enzimas limitantes en procesos de oxidaci n de 1 pidos,
producci n de NO, expresi n g nica de iNOS, niveles de lipoper xidos
y expresi n g nica de PPARa y PPARYy.

c. Entejido pulmonar fetal: niveles de | pidos, composici n porcentual de

cidos grasos, expresi n de genes que codifican enzimas limitantes en
procesos de oxidaci n de |l pidos, producci n de NO, expresi n g nica
de iNOS, niveles de lipoper xidos, expresi n g nica y proteica de
PPARa y PPARY.

2) Evaluareneld a21 degestaci n, el efecto de la administraci n fetal de LTB4,
agonista end geno de PPAR« en los ultimos tres dias de la gestaciéon de ratas
sanas y diab ticas sobre:

a. Par metros metab licos plasm ticos fetales.

b. En tejido card aco fetal: expresi n de genes que codifican enzimas
limitantes en la oxidaci n del pidosy expresi n g nica de PPARa.

c. En tejido pulmonar fetal: Expresi n de genes que codifican enzimas

limitantes en la oxidaci ndel pidos, expresi n génicade PPARa eiNOS.
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3) Evaluar en el d a 21 de gestaci n, el efecto de la administraci n fetal de
15dPGJ>, agonista endégeno de PPARy enlos Itimostresd as delagestaci n
de ratas sanas y diab ticas sobre:

a. Par metros metab licos plasm ticos fetales.

b. En tejido pulmonar fetal: expresi n de genes que codifican enzimas
limitantes en la oxidaci ndel pidos, expresi ng nicadeiNOSy PPARy.

4) Evaluar en el d a 21 de gestaci n el efecto de la administraci n de cidos
grasos agonistas de PPAR a trav s de la dieta materna durante toda la pre ez
en ratas sanas y diab ticas sobre:

Par metros metab licos plasm ticos maternos y fetales.

b. En tejido card aco fetal: niveles de | pidos, producci n de NO y niveles
de lipoper xidos, expresi n g nica de PPARa y PPARY y expresi n de
genes que codifican prote nas que participan en el metabolismo
lip dico.

c. En tejido pulmonar fetal: niveles de 1 pidos, producci n de NO y
composici n porcentual de cidos grasos, expresi ng nicade PPARay
PPARYy y expresi n de genes que codifican prote nas que participan en

el metabolismo lip dico.
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Materiales y Métodos

MATERIALES

Solventes, soluciones y reactivos:

cido ac tico, etanol absoluto, metanol, isopropanol, ter et lico, acetona,
cloroformo, n-hexano, formaldeh do, xileno (MERCK, ANEDRA, BIOPACK o
CICARELLI).
Medio fosfato salino (PBS): K2HPO4 1.5 g/1, KH2PO4 0.2g/1, NaCl 7.75 g/1.
Buffer TAE: Tris Base, EDTA, cido ac tico, pH8-8,2
Bligh-Dyer (Cloroformo: Metanol, 1:2) (ANEDRA).
Reactivo de Bradford (BIORAD), seroalb mina bovina (BSA) (SIGMA).
Buffer Tris: Tris- HCI, 100 mM, pH 7.4 o 7.6 (SIGMA).
Taq polimerasa, transcriptasa reversa, BufferTaq 5X, agarosa, MgCl;
(BIODYNAMICS).
dNTP’s, Cebadores hex meros al azar, Syber Safe®, buffer de siembra,
RNAlater® (INVITROGEN).
Buffer citrato, estreptozotocina (SIGMA).

cito tiobarbit rico (TBA), malondialdeh do (1,1,3,3) tetraetoxipropano
(MDA) (SIGMA).

cido tricloroac tico (TCA) (BAKER).
3,3" diamino-benzidina (DAB) (SIGMA).
Per xido de hidr geno (PARAFARM).
LTB4, 15dPGJ2 (CAYMAN).
TRI Reagent® (GENBIOTECH).
Anticuerpos primarios anti-PPARa (CAYMAN) y anti-PPARy (SANTA CRUZ)
desarrollados en conejo.

Anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo biotinilados desarrollados en

cabra (VECTOR LABORATORIES)
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Otros:

- Equipo de determinaci n de nitratos y nitritos (CAYMAN).

- Equipo de determinaci n enzim tica de glucosa, triglic ridos y colesterol
total (WIENER LAB).

- Placas para cromatograf a en capa delgada de s lica gel preparadas sobre
vidrio (MERK).

- Est ndares de fosfol pidos, triglic ridos, colesterol, esteres de colesterol
(SIGMA).

- Tirasreactivas y gluc metro ACCU-CHEK® (BAYER).

- Aceite de oliva extra virgen (CIUDAD DEL LAGO, PROMET S.A), aceite de
¢ rtamo (SAFFLOWER OIL, FLORA INC, EUA)

- Cebadores para PCR (INVITROGEN)

- Portaobjetos cargados (PATHO- GLASS)

Animales:

Ratas hembra y macho de la cepa Wistar fueron adquiridas en el Bioterio
Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA y mantenidas en el
bioterio del Centro de Estudios Farmacol gicos y Bot nicos con alimento
balanceado (Asociaci n Cooperativa Argentina) y agua ad libitum, bajo un ciclo de
12 horas de luz - 12 horas de oscuridad, a humedad y temperatura constante de 22
°C. La utilizaci n de los animales de experimentaci n ha sido llevado a cabo con
aprobaci n del Comit institucional para el uso y cuidado de los animales de
laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires
y bajo las normas del National Institute of Health (NHI) especificadas en “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” US National Institutes of Health (NIH
Publication, 8th Edition, 2011).

Programas de analisis de imagen:

- ImageJ°.

- ImageProPlus®
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Programas de analisis estadistico:

- Graphpad prism 5©

METODOLOGIA

Modelo experimental de diabetes:

La diabetes experimental se indujo mediante la administraci n de
estreptozotocina (90 mg/kg) por medio de una inyecci n subcut nea en el per odo
neonatal (da 2 de nacimiento) a ratas hembras (Portha y col 1979). La
estreptozotocina fue disuelta en buffer citrato, los controles se obtuvieron por
administraci n de veh culo (buffer citrato solo).

En las concentraciones utilizadas, la estreptozotocina se une de forma
especifica a células B pancredticas, desencadenando su destrucci n. El p ncreas
neonatal presenta gran capacidad regenerativa y se recupera parcialmente dando
lugar a una funci n pancre tica deficiente durante la vida adulta del animal. Las
ratas as tratadas presentan hiperglucemias moderadas y una curva de tolerancia a
la glucosa alterada (Jawerbaum y White 2010).

El estado diab tico fue confirmado posteriormente en animales adultos por
medio de la determinaci n de glucosa en sangre utilizando tiras reactivas y
gluc metro ACCU-CHEK® (BAYER). La sangre para tal determinaci n fue obtenida
de la vena central de la cola.

Se consideraron diab ticas aquellas ratas que presentaron valores de
glucemia en ayunas superiores a 130 mg/dl. Los valores de glucemia de las ratas

inyectadas con veh culo fueron iguales o inferiores a 100 mg/dl.

Grupos experimentales:

Las ratas sanas (controles) y diab ticas fueron apareadas con machos sanos.

El apareo fue confirmado por la presencia de espermatozoides en el extendido
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vaginal a la ma ana siguiente. Este d a fue designado como d a 1 de pre ez. Para

los diferentes objetivos se llevaron a cabo distintos dise os experimentales.

Disefio experimental 1- Estudios en el corazoén y el pulmén de fetos de rata
diabética en el dia 21 de gestacion

Para caracterizar el efecto de la diabetes materna sobre rganos fetales, en el
da 21 de gestaci n las ratas sanas y diab ticas fueron sometidas a eutanasia
mediante el uso de ¢ mara de CO2 y posterior decapitaci n. Los fetos fueron
explantados y posteriormente sexados bajo lupa (Esquema 11).

Para las determinaciones plasm ticas, luego de la eutanasia, se obtuvo sangre
materna y fetal en tubos heparinizados que fue posteriormente centrifugada a
10000 rpm por 15 minutos. Se separ el plasma materno y el conjunto de plasmas
de fetos hembra y de fetos macho de cada rata y se guard a-20°C para posteriores
an lisis.

Bajo lupa se aislaron los corazones y pulmones fetales y se conservaron a -
80°C o en RNAlater® (soluci n estabilizadora de RNA) a -20°C, para posteriores

determinaciones.

Dia 21

Gestacion

v Eutanasia de la rata

v" Obtencion de plasma materno y
fetal

v' Explante de fetos y érganos
fetales

v’ Sexado de fetos

Esquema 11. Disefio experimental utilizado para el estudio de los efecto de la diabetes

materna en érganos fetales de rata en la gestacion a término.

67



Materiales y métodos

Disefio experimental 2- Tratamientos in vivo con agonistas endégenos de los
receptores PPARa y PPARY en fetos de rata en la gestacion a término.

Ratas hembras sanas y diab ticas se sometieron a una breve cirug a en los
das 19, 20 y 21 de gestaci n y durante dicha intervenci n los fetos fueron
inyectados con agonistas de PPAR que se detallar n a continuaci n (Esquema 12).

La cirug a se llev a cabo bajo anestesia de COz y se las mantuvo en sedaci n
con vapores de ter. Se realiz una incisi n abdominal y se expuso el cuerno
uterino izquierdo. Los fetos fueron identificados a partir del ovario izquierdo y se
inyectaron a trav s de la pared uterina de manera subcut nea en el dorso con
agonista de PPAR o con veh culo (de forma intercalada) para luego volver a
introducir el cuerno uterino dentro de la cavidad abdominal y proceder a suturar
al animal. Esta intervenci n se repiti los d as 19, 20 y 21 de gestaci n y tuvo en
promedio una duraci n de 15 minutos cada vez (Martinez y col. 2011).

Agonistas de PPAR utilizados:

- Grupos de ratas sanas y diab ticas, fueron sometidas a las cirugas ya
descriptas y los fetos recibieron LTB4, agonista de PPARa (0,1 nmoles de
LTB4/feto, disueltos en soluci n veh culo) o veh culo (0.3 pl de etanol/feto,
disueltos en soluci n salina).

- Grupos de ratas sanas y diab ticas, fueron sometidas a las cirugas ya
descriptas y los fetos recibieron 15dPG]J;, agonista de PPARy (2nmoles de
15dPGJ2/feto, disueltos en soluci n veh culo) o veh culo (0.3 pl de etanol/feto,
disueltos en soluci n salina).

Luego de 3 horas de la Itima inyecci n, las ratas pre adas fueron sometidas
a eutanasia en c mara de CO: y posterior decapitaci n. Los fetos fueron
explantados y posteriormente sexados bajo lupa.

Para las determinaciones plasm ticas, luego de la eutanasia, se obtuvo sangre
materna y fetal en tubos heparinizados y fue centrifugada a 10000 rpm por 15
minutos. Se separ el plasma materno y el conjunto de plasmas de fetos hembra y
de fetos macho de cadaratay se guard a -20°C para posteriores an lisis.

Bajo lupa se aislaron los corazones y pulmones fetales y se conservaron a -
80°C o RNAlater®© (soluci n estabilizadora de RNA) a -20°C, para posteriores

determinaciones.
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Inyecciones intrafetales con
LTB, o0 15dPGJ,
AL

i

Dia 19 Dia 20 Dia21

Apareo Gestacion

v" Eutanasia de la rata

¥" Obtencién de plasma materno y
fetal

¥ Explante de fetos y érganos
fetales

v Sexado de fetos

Esquema 12. Disefio experimental utilizado para el estudio de los efectos de la
administracién intrafetal de agonistas de PPAR sobre érganos fetales de rata diabética en la

gestacion a término.

Se realizaron estudios de validaci n de la t cnica de administraci n
intrafetal, para lo cual se administraron inyecciones intrafetales de una soluci n de
azul de Evans de la manera que se detall anteriormente, a fetos de rata de 21 d as
de gestaci n. Luego de 3 horas de dicha administraci n los animales fueron
sometidos a eutanasia en ¢ mara de COz y se extrajeron los fetos. Se observ la
coloraci n azul de los fetos, la placenta, el cord n umbilical y diversos rganos
fetales entre ellos coraz n y pulm n fetal (Esquema 13). De esta manera se
corrobora el alcance y distribuci n de la sustancia administrada mediante esta

t cnica.

A)

Esquema 13. Administracion intrafetal de azul de Evans en fetos provenientes de ratas de

21 dias de gestacion. (A) Fetos, (B) Placenta, (C) Corazén fetal, (D) Pulmon fetal.
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Diserio experimental 3- Tratamientos dietarios a la rata gestante con alimento
suplementado con aceites ricos en dcidos grasos agonistas de PPAR.

Ratas sanas y diab ticas fueron alimentadas hasta el d a que se confirm su
pre ez (da 1) con alimento est ndar. Entre los das 1 y 21 de gestaci n los
animales fueron separados en grupos y recibieron distintas dietas: alimento
est ndar (grupos controles), alimento est ndar suplementado con 6% aceite de

oliva o alimento est ndar suplementado con 6% aceite de c rtamo (Esquema 14).

Dia 21

Gestacion

Dieta estandar
Dieta estandar suplementada con 6% de aceite de oliva

Dieta estandar suplementada con 6% de aceite de cartamo

v Eutanasia de larata
v’ Obtencién de plasma materno y
fetal

v Explante de fetos y 6rganos
fetales
v’ Sexado de fetos

Esquema 14. Diseiio experimental utilizado para el estudio de los efectos de la
suplementacién dietaria con aceites ricos en dcidos grasos agonistas de PPAR a ratas

gestantes sanas y diabéticas.

En las tablas 1 y 2 se muestra la composici n nutricional de los alimentos
suministrados y la composici n de cidos grasos de cada una de las dietas
aplicadas al modelo. Estos datos se obtuvieron a partir de muestras de alimentos
analizadas en el Instituto Nacional del Alimento y el Instituto de Tecnolog a

Industrial.
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Dieta est ndar 59 25 5 324

Dieta est ndar
suplementada con aceite 48 24 11 340
de oliva (6%)
Dieta est ndar
suplementada con aceite 47 23 11 345
de c rtamo (6%)
Tabla 1 Composicién de los alimentos suplementados o no con aceite de oliva o aceite de

cdrtamo, que se administraron a ratas sanas y diabéticas durante toda la gestacion.

palm tico este rico  oleico linoleico linol nico

Dieta est ndar 0,58 0,16 1,27 1,99 0,73

Dieta est ndar
suplementada con 1,55 0,26 5,77 2,41 0,57
aceite de oliva (6%)
Dieta est ndar
suplementada con 0,97 0,25 1,81 6,49 0,55
aceite de ¢ rtamo (6%)
Tabla 2 Contenido de dcidos grasos de los alimentos suplementados o no con aceite de oliva
o aceite de cdrtamo, que se administraron a ratas sanas y diabéticas durante toda la

gestacion.

Eneld a2l degestaci nlas ratas fueron sometidas a eutanasia en ¢ mara de
CO2 y posterior decapitaci n. Los fetos fueron explantados y posteriormente
sexados bajo lupa.

Para las determinaciones plasm ticas, luego de la eutanasia, se obtuvo sangre

materna y fetal en tubos heparinizados y fue centrifugada a 10000 rpm por 15
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minutos. Se separ el plasma materno y el conjunto de plasmas de fetos hembra y
de fetos macho de cada rata se guard a-20°C para posteriores an lisis.

Bajo lupa se aislaron los corazones y pulmones fetales y se conservaron a -
80°C o RNAlater® (soluci n estabilizadora de RNA) a -20°C, para posteriores

determinaciones.

DETERMINACIONES

Determinacion de proteinas:

Los niveles de prote nas presentes en las distintas muestras fueron medidos
mediante la t cnica de Bradford (Bradford 1976). Se tom una al cuota de 10 pl de
tejido homogeneizado en buffer PBS 1X, y de realiz una diluci n 1:10 con soluci n
salina. Se tom 10 pl de la misma, a la cual se le adicion 800 pl de soluci n salinay
200 pl de reactivo de Bradford.

Luego se determin la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda
de 595 nm.

La concentraci n proteica de la muestra fue determinada mediante la
comparaci n con una curva de calibraci n utilizando seroalb mina bovina en

diferentes concentraciones como est ndar.

Determinaciones plasmaticas

Se determinaron los valores de glucosa, colesterol total y triglic ridos en
plasma materno y fetal de ratas. Para ello se utilizaron equipos comerciales
(WIENER LAB) cuyas determinaciones se basan en la transformaci n de los
sustratos a medir, por medio de enzimas espec ficas, en productos coloreados que
pueden ser cuantificados por su absorbancia.

La medici n de la glucemia en plasmas maternos y fetales de los diferentes

grupos experimentales se basa en la siguiente reacci n colorim trica:

Glucosa oxidasa

Glucosa + 02+ H20 Acido glucénico +H20;

Peroxidasa

H,0- + 4-aminofenazona + fenol Quinona coloreada + 4H20
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La medici n de la trigliceridemia en plasmas maternos y fetales de los

diferentes grupos experimentales se basa en la siguiente reacci n colorim trica:

. .. , .. Lipoproteinalipasa L.
Triglicéridos —————————=— glicerol + acidos grasos

Glicerol kinasa )
Glicerol + ATP —————=— glicerol 1P + ADP

Glicero fosfato oxidasa
glicerol 1P +0;  =——————=— H:02 + dihidroxiacetonafosfato

. Peroxidasa . .. .
2H;02 + 4 aminofenazona + cloronenol ———— ¢ Quinonimina roja

La medici n de la colesterolemia en plasma materno de los diferentes grupos

experimentales se basa en la siguiente reacci n colorim trica:

, Colesterol esterasa L.
Esteres de colesterol colesterol + acidos grasos
Colesterol +0, Colesterol oxidasa Colesten - 3 - ona + H,0,
Peroxidasa

H20:+ 4 aminofenazona+ aceptor —————————=— ( Quinonimina roja

Para cada tipo de determinaci n se adicion 10 pl de plasma de cada muestra
y de est ndares correspondientes provistos por el equipo, 1 ml de reactivo de
trabajo, el cual contiene las enzimas y sustratos necesarios para la reacci n de
inter sy sellev aunba oa 372C por 10 minutos. Luego se enfriaron las muestras
y los est ndares y se midi la absorbancia a 505 nm, longitud de onda a la cual
absorben los productos de las reacciones enzim ticas. Finalmente se obtuvieron

las concentraciones de glucemia en mg/dl y de trigliceridemia y colesterolemia en

g/l.

Determinacion de los niveles de lipidos tisulares:

Se realiz una extracci n de | pidos de tejidos fetales utilizando el m todo de
Bligh y Dyer (Bligh y Dyer 1959). Para la determinaci n del pidos en pulm n fetal
se tom un pulm n fetal y se lo homogeneiz en 1 ml de buffer PBS. Para la
determinaci n de 1 pidos en coraz n fetal se tomaron 3 corazones de fetos del
mismo sexo y de la misma rata, y se homogeneizaron en 500 pl de PBS. 500 pl del

homogenato de pulm n y 470 ul de homogenato de coraz n fueron sometidos a
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dos extracciones con 3.5 ml de la mezcla se solventes Bligh y Dyer (metanol:
cloroformo 2:1). El volumen de extracci n se particion con 1 ml de aguay 1 ml de
cloroformo. Se centrifug a 3000 rpm a 42C durante 10 minutos. La fase acuosa se
descart y la fase org nica se evapor a sequedad en estufa de vac o. El residuo se
reconstituy en 1 ml de la mezcla de Blgh y Dyer.

La separaci n de las distintas especies lip dicas presentes en los extractos se
llev a cabo mediante cromatograf a en capa delgada en placas de slica gel
previamente lavadas con acetona. En ella se sembraron vol menes de 400 pl de
extracto de las muestras de pulm n y 600 pl de extracto de las muestras de
coraz n fetal. En cada placa se sembraron mezcla de est ndares de cantidades
conocidas de cada especie lip dica a analizar, como curva de calibraci n.

El desarrollo de la placa se llev a cabo con la mezcla de solventes hexano:

ter et lico: cido ac tico (80:20:20 v/v/v). Posteriormente, se revel la presencia
de las distintas especies lip dicas en la placa con vapores de iodo. El iodo se
combina con las mol culas hidrof bicas evidenciando la presencia de 1 pidos en la
placa como manchas marrones. Las placas fueron digitalizadas mediante esc ner y
se analiz la intensidad de las manchas marrones de cada muestra utilizando el
software Image ]. Los valores obtenidos se refirieron a la curva de est ndares
sembrados en la misma placa y se expresaron como pg/mg de prote na en la

correspondiente muestra.

Determinacion de la composicion porcentual de dcidos grasos tisulares:

Para establecer la composici n porcentual de los cidos grasos en las
muestras de pulmones se procedi con la extracci n del pidos antes detallada, con
la diferencia que la fase org nica resultante de la extracci n se evapor a sequedad
con nitr geno gaseoso.

Los | pidos totales fueron tratados con un 5% de HCl en metanol a 702C
durante dos horas. Se dej enfriar y se agreg agua y los metil steres de cido
grasos (FAMEs) fueron extra dos con cloroformo.

Los FAMEs se analizaron por cromatografa gaseosa acoplada a un

espectr metro de masa en un equipo Shimadzu GCMS-QP5050 A usando Helio
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como gas carrier, equipado con una columna capilar Ultra 2 (50 m x 0,2 mm
[.D.,0,11 um) (Careagay col. 2013).

El inyector y el detector de temperaturas fueron establecidos a 280°C, la
temperatura de la columna fue programada desde 1002C a 2802C a una velocidad
de 52C / min y 10 min a 2802C.

Los FAMEs fueron tambi n analizados por cromatograf a gaseosa en un
equipo Thermo Focus CG equipado con un detector de ionizador de llama y con
una columna capilar Omegawax 250 (30 m x 0,25 mm 1.D., 0,25 pm).

En este caso el gas utilizado como carrier fue el Nitr geno. El inyector fue
programado a 2209C y el detector a 2759C. La temperatura de la columna fue de
1509C durante 1 min. Y luego se realiz un rampa a una velocidad de 152C / min
hasta 2002C y se realiz una segunda rampa a 22C / min hasta 2502C.

Los componentes individuales se identificaron utilizando un espectr metro
de masa y mediante la comparaci n de los datos de tiempo de retenci n con los
obtenidos para patrones aut nticos de laboratorio (SIGMA).

La cuantificaci n se realiz por comparaci n del porcentaje del rea bajo la
curva de cada uno de los picos de FAMEs en el cromatograma y los de un est ndar

conocido, expresando el resultado como porcentaje sobre el total de cidos grasos.

Determinacion de los niveles de lipoperéxidos:

Los lipoper xidos se evaluaron mediante el dosaje de las sustancias reactivas
al cido tiobarbit rico (TBARS). La oxidaci n de | pidos genera reacciones en
cadena que conducen a la formaci n de hidroper xidos, los cuales se descomponen
en diferentes productos secundarios, entre ellos el malondialdehido (MDA). Este
compuesto puede cuantificarse mediante una t cnica colorim trica en la cual el
MDA reacciona con el cido tiobarbit rico (TBA), dando como producto una base
de Schiff que absorbe a 532 nm y se puede medir por espectrofotometr a.

Para la medici n se utiliz un pulm n fetal o dos corazones fetales
homogeneizados en 1 ml de buffer Tris-HCl 100mM pH 7,6. Se centrifugaron los
homogenatos a 3000 rpm por 10 minutos. A 250 pl del sobrenadante se le
adicionaron 250 pl de cido tricloroac tico (40% v/v) y se centrifug a 3000 rpm

por 10 minutos. A 300 pl del sobrenadante se le agreg 170 ul de cido

75



Materiales y métodos

tiobarbit rico (46 nM). Esta soluci n se calent a 952C por 15 minutos e
inmediatamente se enfriaron las muestras. El color desarrollado durante la
reacci n se midi en espectrofot metro a 530 nm. Se procesaron distintas
concentraciones de MDA en id nticas condiciones que las muestras de tejidos para
obtener una curva est ndar. Los resultados se expresaron como nmoles de

TBARS/mg de prote na.

Determinacion de los niveles de nitratos/nitritos:

Para evaluar la producci n de xido n trico, se utiliz el dosaje de los
nitratos/nitritos. El xido n trico es un agente altamente reactivo y de vida media
muy corta, que tras su r pida oxidaci n, produce nitratos y nitritos. stos Itimos
son metabolitos estables que pueden ser medidos en los tejidos. Se considera que
el dosaje de los nitratos/nitritos es un ndice de la producci n de NO.

Para la medici n se utiliz un pulm n fetal o dos corazones fetales
homogeneizados en 1 ml de buffer Tris- HCl 100mM pH 7,6. Se centrifugaron los
homogenatos a 3000 rpm por 10 minutos. Se tom el sobrenadante y los nitratos
presentes en | se redujeron a nitritos por medio de la enzima nitrato reductasa.
Los nitratos totales de la muestra se cuantificaron por el m todo de Griess (Green
y col 1982) utilizando un equipo comercial. Los productos de la reacci n
colorim trica se cuantificaron en espectrofot metro a 540 nm. En el mismo ensayo
y en id nticas condiciones se procesaron concentraciones conocidas de nitratos
como est ndares. Los resultados se expresaron en nmoles de nitratos-nitritos/mg

de prote na.

Determinacion de expresion génica de PPARa, PPARy, ACO, CPT1, iNOS, FAS,
FAT y ABCA1:

La determinacion de la expresion génica de PPARa, PPARy, ACO, CPT1, iNOS,
FAS, FAT, ABCA1, serealiz mediante RT-PCR.

Extraccion de ARN tisular:

Los corazones y pulmones fetales de rata fueron conservados en soluci n

estabilizadora de ARN (RNA Later®) y guardada a -20 °C hasta su utilizaci n.
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Para la extracci n de ARN se homogeneiz un coraz n fetal de rata en 500 pl
de TRI Reagent®, se le agreg 100 pl de cloroformo y se dej reposar por 15
minutos a temperatura ambiente. Se centrifug a 12000 g por 15 minutos a 42C. Se
separ la fase acuosa a la que se le agreg 250 pl de isopropanol. Se dej 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifug a 12000g por 10 minutos a 4°C.

Se descart el sobrenadante y el pellet se lav 3 veces con 1 ml de etanol
75%, se centrifug a 7500 g durante 5 minutos a 42C. Se descart el sobrenadante,
el pellet se sec atemperatura ambiente y se resuspendi en 25 pl de agua est ril.

Para la extracci n de ARN de pulm n fetal de rata se homogeneiz un
pulm n en 1 ml de TRI Reagent®, se le agreg 200 pl de cloroformo y se dej
reposar por 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifug a 12000 g por 15
minutos a 42C. Se separ la fase acuosa a la que se le agreg 500 pl de isopropanol.
Se dej 10 minutos a temperatura ambiente, y se centrifug a 12000g por 10
minutos a 42C.

Se descart el sobrenadante y el pellet se lav 3 veces con 1 ml de etanol
75%, se centrifug a 7500 g durante 5 minutos a 42C. Se descart el sobrenadante,
el pellet se sec atemperatura ambiente y se resuspendi en 50 pl de agua est ril.

En todos los casos se cuantific la concentraci n de ARN presente en las
distintas muestras (pg/ul) mediante espectrofotometr a, utilizando el equipo
NANODROP 1000©. Se seleccionaron para utilizar posteriormente las muestras
cuya relaci n de absorbancia 260/280 nm estuviera entre 1,8 y 2, utilizando esta
relaci n como ndice de pureza.

Transcripcidn reversa del ARN:

La obtenci n del ADN copia (ADNc) se realiz mediante la transcripci n
reversa utilizando 1 pg de ARN obtenido de las extracciones de coraz n o pulm n
fetal, la enzima transcriptasa reversa (M-MLV, PROMEGA), cebadores hex meros
al azar y los cuatro dNTPs. La transcripci n reversa se llev a cabo en las
siguientes condiciones: 5 minutos a 702C, 60 minutos a 372Cy 15 minutos a 70°C.

Amplificacion del ADNc mediante PCR:

A partir del ADNc obtenido, se amplificaron segmentos espec ficos de los
genes que se deseaban evaluar, mediante el uso de cebadores espec ficos cuyas

secuencias y longitud de producto de amplificaci n se detallan en el Tabla 3.
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Gen Secuencia Longitud del
amplicon (pb)
PPARax Sentido: 5'-TCACACAATGCAATCCGTTT-3’ T
Anti-sentido: 5'-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3"
PPARy Sentido: 5"-CATGCTTGTGAAGGATGCAAG-3’ 131
Anti-sentido: 5-TTCTGAAACCGACAGTACTGACAT-3’
ACO Sentido: 5'-CCAATCACGCAATAGTTCTGG-3’ 363
Anti-sentido: 5'-CGCTGTATCGTATGGCGAT-3’
CPT1 Sentido: 5'-TATCGTCGCACATTAGACCGT-3’ 715
Anti-sentido: 5-CATCTATGACCTCCTGGCACT-3’
iNOS Sentido: 5'-TGGTGAAGGGTGTCGTGAAA-3
Anti-sentido: 5'-CTCACTGGGACTGCACAGAA-3’ 128
FAS Sentido: 5'-CTTGGGTGCCGATTACAACC-3’
Anti-sentido: 5'-GCCCTCCCGTACACTCACTC-3’ 163
FAT Sentido: 5"-CTCTGACATTTGCAGGTCCA-3’
Anti-sentido: 5-CACAGGCTTTCCTTCTTTGC-3" 2l
ABCA1 Sentido: 5'-CAGGCTGATGTCAGTCTCCA-3’
Anti-sentido: 5'-GGCTTCAGGATGTCCATGTT-3 o4
L30 Sentido: 5"-CCATCTTGGCGTCTGATCTT-3" -

Anti-sentido: 5'-GGCGAGGATAACCAATTTC-3’

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacién de fragmentos de genes de interés.

Para llevar a cabo la PCR se utiliz GoTaq® Polimerasa (Promega), Buffer Taq
5X, MgClz, los 4 dNTPs, los cebadores espec ficos y 2 pg del ADNc obtenido por
transcripci nreversa.

Como control interno, en cada PCR y para cada muestra, se amplific una
porci n del gen de la prote na ribosomal L30, al cual se refirieron los resultados de
cada gen de inter s.

La PCR para las muestras de coraz n fetal de rata, se llev a cabo en las
siguientes condiciones: un ciclo inicial de 952C por 5 minutos, seguido de 33 ciclos
para PPARq, 36 ciclos para PPARy, 33 ciclos para ACO, 34 ciclos para CPT1, 34

ciclos para iNOS y 26 ciclos para L30. Cada ciclo consisti en desnaturalizaci n a
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95°C por 15 segundos, apareamiento de cebadores a 58°2C por 30 segundos y
extensi na 722C por 15 segundos.

La PCR para las muestras de pulm n fetal de rata, se llev a cabo en las
siguientes condiciones: un ciclo inicial de 952C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos
para PPARa, 35 ciclos para PPARy, 34 ciclos para ACO, 34 ciclos para CPT1, 32
ciclos para FAS, 29 ciclos para FAT, 28 ciclos para ABCA1, 35 ciclos para iNOS y 25
ciclos para L30. Cada ciclo consisti en desnaturalizaci n a 952C por 15 segundos,
apareamiento de cebadores a 582C por 30 segundos y extensi n a 729C por 15
segundos.

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa
(2% en buffer TAE 1X) te idos con SYBER Safe®© (5%).

El revelado y la digitalizaci n de la imagen se llev a cabo bajo luz UV en el
equipo Image Quant® (GE HEALTCARE). Las bandas correspondientes a los
productos de amplificaci n se cuantificaron densitometricamente con el programa
Image J. La cuantificaci n de la intensidad de banda correspondiente a cada gen en
cada muestra se relativiz a la intensidad de banda del producto de amplificaci n

del gen L30 en la misma muestra.

Determinacion de los niveles proteicos de PPARa y PPARYy:

Por medio de t cnicas inmunohistoqu micas se analiz la expresi n proteica
de PPARa y PPARY en pulmones de fetos de ratas sanas y diabéticas. Los pulmones
fetales explantados en el d a 21 de gestaci n fueron fijados en formol (4% en PBS).
Luego, el tejido fue deshidratado por pasajes en etanol en proporciones crecientes
(70%, 80%, 90%, 100%) de 10 minutos cada uno y finalmente en xileno. Luego de
la deshidrataci n se embebi e incluy en parafina.

El tejido se cort en micr tomo seriado en secciones de 5 pm y stas fueron
montados en portaobjetos cargados. El tejido fue rehidratado por pasajes en xileno
y etanol en proporciones decrecientes (100%, 90%, 80%, 70%) por 10 minutos
cada uno y finalmente agua destilada.

Se realiz el desenmascaramiento de antig nico colocando los portaobjetos
con los cortes en buffer citrato (10 mM, pH 6), se calent por 10 minutos a 95°C.

Luego selav con PBS.
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Luego se colocaron los portaobjetos con los cortes en per xido de hidr geno
(3% en PBS) por 20 minutos, para el bloqueo de peroxidasas end genas. A
continuaci nselav 3 veces con PBSy PBS-T.

Se incubd con anticuerpos primarios desarrollados en conejo antiPPARa (1:
300) o anti PPARy (1:50) diluidos en BSA 1% en PBS-T, durante 24 horas en
c mara h meda. Los controles negativos se realizaron sin anticuerpo primario,
incubando s lo BSA 1% en PBS-T.

Luego de la incubaci n con el anticuerpo primario se lavaron los cortes con
PBS y PBS-T y se incub con el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado
(1:200 en PBS-T) durante 1 hora en ¢ mara h meda. Se realizaron controles
negativos sin anticuerpo secundario.

Se lavaron los cortes con PBS y PBS-T, se le adicion el complejo avidina-
biotinay se incub por 1 horaenc marah meda.

A continuaci n se lavaron los cortes con PBS y luego buffer Tris 0.05M pH
7,6.Se realiz el revelado de los anticuerpos con 3,3' diamino-benzidina (DAB) por
10 minutos, evidenci ndose color marr n donde se uni el anticuerpo.

Posteriormente se procedi a la deshidrataci n de los cortes en pasajes en
etanol en concentraciones crecientes (70%, 80%, 90%, 100%) por 10 minutos
cada unay finalmente en xileno. Los cortes fueron montados con entellan.

La intensidad de la inmunoreactividad de PPARa y PPARy en pulmones
fetales se midi utilizando un microscopio Axiophot Zeiss con campo claro,
acoplado a una ¢ mara fotogr fica conectada al programa Canon Remote Capture.
Posteriormente las im genes fueron analizadas con el programa ImageProPlus.
Para evaluar la densidad ptica se tom un rea de igual dimensi n para todas las
muestras, la cual se repiti 3 veces por campo, tomando 3 campos por corte y se
tomaron 3 cortes de cada muestra.

Los valores de intensidad se relativizaron al valor medio de cada PPAR en el

pulm n de fetos hembra de ratas controles, al cual se le asign el valor 1.

Analisis estadistico

Los valores presentados fueron comparados empleando el test t de Student o

ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni, seg n correspondiese. Para el
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an lisis estad stico se utiliz el programa Graphpad prism 5. Las diferencias entre

grupos se consideraron significativas cuando p fue menor o igual a 0,05.
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CAPITULO I

Diabetes en la gestacion: caracteristicas del modelo

experimental utilizado

Para los estudios presentados en este trabajo de tesis se utiliz un modelo de
diabetes experimental en rata ampliamente caracterizado durante la gestaci n por
nuestro grupo de trabajo (Jawerbaum y White 2010). Se trata de un modelo de
diabetes moderada, que se obtiene, tal como se detall en materiales y m todos, por la
administraci n neonatal de estreptozotocina. Al administrar esta droga en el d a 2 de
nacimiento, se produce la destruccién de células 3 pancre ticas y una posterior
regeneraci n parcial del p ncreas. Esto conduce al desarrollo de un animal adulto con
una deficiente funci n pancre tica y en consecuencia menor secreci n de insulina. Los
valores de glucemia obtenidos en las ratas adultas rondan los 200 mg/dl, valores
similares a los que se encuentran con frecuencia en las pacientes gestantes diab ticas
debido a las dificultades en conseguir un apropiado control metab lico.

Para los distintos abordajes experimentales, ratas sanas y diab ticas se pusieron
en apareo con machos sanos y se design como d a 1 de gestaci n el d a en que se
encontraron espermatozoides en el extendido vaginal. Los animales se sometieron a
eutanasia en d a 21 de gestaci n para el estudio de los corazones y pulmones en la

gestaci nat rmino.
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Caracteristicas de las ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de gestacion y de sus
fetos.

Los resultados obtenidos mostraron que los valores de glucemia basal de las
ratas diab ticas fueron mayores en comparaci n con los encontrados en ratas sanas
(p< 0,001, Tabla 4 A), as como tambi n la glucemia de fetos de ratas diab ticas fue
mayor que en los fetos de ratas sanas (p< 0,001, Tabla 4 B). Se observ tambi n un
incremento de la trigliceridemia materna y fetal en el grupo de ratas diab ticas
respecto al grupo control (p< 0,01, Tabla 4 Ay B).

Los valores de colesterolemia materna fueron mayores en las ratas del grupo
diab tico comparadas con el grupo control (p< 0.01, Tabla 4 A)

La insulinemia materna se encontr disminuida en las ratas del grupo diab tico
en comparaci n al grupo control (p< 0,05, Tabla 4 A).

Al analizar par metros plasm ticos se encontr que no hab a diferencias sexo-
dependientes en los fetos de ratas en el grupo control ni en el grupo diab tico, en lo
que respecta a los valores de glucemia y trigliceridemia.

Se evalu el peso fetal en el d a 21 de gestaci n y se encontr que el estado
diab tico increment el peso tanto en los fetos hembra (p< 0,01) como de los fetos
macho (p< 0,001), en comparaci n con sus respectivos controles (Tabla 4 B).

Similar a lo encontrado en el peso fetal, el peso de los pulmones fetales fue
mayor en el grupo diab tico respecto al control tanto en fetos hembra como en fetos
macho (p< 0,01, Tabla 4 B).

Por otra parte se observ que peso fetal y el peso del pulm n fetal fueron
mayores en los fetos machos comparados con las hembras en el grupo control y en el
grupo diab tico (p< 0,01, Tabla 4 B).

Cuando se analiz la relaci n peso pulmoén fetal/peso fetal, no se encontraron
diferencias en hembras y machos del grupo control ni del grupo diab tico (Tabla 4 B).

En cuanto al peso de coraz n fetal, se observ que los corazones de fetos de
ratas diab ticas presentaron mayor peso que los corazones de fetos de ratas sanas (p<
0,05), sin que se encontraran diferencias sexo-dependientes en el grupo control ni en

el grupo diab tico (Tabla 4 B). Al analizar la relaci n peso corazdn fetal/peso fetal, no
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se observaron diferencias entre el grupo control y el grupo diab tico en los fetos

macho ni en los fetos hembra (Tabla 4 B).

Glucemia (mg/dl) 93472 215+23b
Trigliceridemia (g/1) 2,1+0,32 4,1+0,3b
Colesterolemia (g/1) 1,15+£0,102 1,76+0,11P
Insulinemia (ng/ml) 1,35+0,062 1,13+0,05P

Glucemia (mg/dl) 44+3a 45+4a 149+7b 146+12b
Trigliceridemia (g/1) 0,530,082 0,54+0,052  0,92+0,08>  0,89+0,08
Peso fetal (g) 2,98 +0,022 3,15+0,04> 3,33+0,04c 3,56 +0,05¢
Peso pulmon fetal (mg) 90 £ 1,22 101 +£1,7b 99 +1,7b 109 £ 2,1¢
Peso pulmén fetal/peso 30 + 10 32 + 22 30 + 10 31 + 28
fetal (mg/g)

Peso corazon fetal (mg) 245+0,42 26,0+0,53 26,4+ (,5bc 28,0+ 0,6¢

Peso corazon fetal/peso

fetal (mg/g)
Tabla 4. Parametros metabdlicos maternos y fetales, pesos fetales y del corazén y

8,2+0,62 8,2+0,62 7,92+0,52 7,86+0,42

pulmon fetal en el dia 21 de gestacion en grupos de ratas sanasy diabéticas. Los valores
representan la media + error estdndar obtenido de 12 ratas en cada grupo experimental. (A)
Pardmetros maternos, test estadistico: t-student. (B) Pardmetros fetales. Se evalué el conjunto
de plasmas de todos los fetos hembra o todos los fetos macho de cada rata. Test estadistico:

ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las diferentes letras (a-d) indican diferencias

significativas, p< 0,05.
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CAPITULO II

Alteraciones en el corazon de fetos de rata diabética
en la gestacion a término.

La diabetes es una patolog a que se asocia a disfunci n card aca vinculada a
alteraciones estructurales y funcionales en el coraz n y la vasculatura. Dichas
alteraciones se producen, al menos en parte, como consecuencia de incrementados
niveles de especies reactivas del ox geno y des rdenes metab licos, como la
hiperglucemia e hiperlipidemia propias de la patolog a diab tica (Palomer y col.
2013).

Diversos estudios se alan que en la gestaci n diab tica los elevados niveles
de | pidos circulantes maternos, se traducen en la acumulaci n de I pidos en la
placenta y diversos rganos fetales tanto en humanos como en modelos de
diabetes experimental (Martinez y col. 2011a, Martinez y col. 2011b, Capobianco y
col. 2013).

Estudios en modelos experimentales evidencian que en la gestaci n diab tica
se encuentra incrementada la incidencia de alteraciones morfol gicas y
funcionales del coraz n fetal (Molin y col. 2004).

La incrementada transferencia de sustratos metab licos de la madre al feto,
adem s de condicionar el desarrollo de distintos rganos, conduce a una
programaci n intrauterina de diversas enfermedades que se evidenciar n en la
vida adulta del neonato tales como diabetes de tipo 2 y des rdenes
cardiovasculares (Simeoni y Barker 2009, Higay Jawerbaum 2013)

Dados estos antecedentes result de inter s evaluar en el coraz n fetal de
ratas diab ticas distintos par metros metab licos e indicadores de da o tisular
que podr an estar afectando a este rgano en la gestaci n a t rmino para poder
luego comenzar a dilucidar posibles v as que regulen estas anomal as en la

gestaci n diab tica.
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Concentracion de especies lipidicas en corazones de fetos macho y hembra de
ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Se inici el estudio de este rgano fetal analizando el contenido de diferentes
especies lip dicas en corazones de fetos hembra y macho de ratas sanas y
diab ticas luego de su extracci ny separaci n por cromatograf a en capa delgada
(TLC).

En los corazones de fetos hembra de ratas diab ticas se observ un aumento
de la concentraci n de fosfol pidos (p< 0,05), colesterol (p< 0,05) y triglic ridos
(p< 0,001) respecto del control (FIG 1 A).

Similar a lo observado en los corazones de fetos hembra, en los corazones de
fetos macho del grupo diab tico se encontraron aumentadas las concentraciones
de fosfol pidos (p< 0,05), colesterol (p< 0,01), steres de colesterol (p< 0,05) y
triglic ridos (p< 0,001), encontr ndose tambi n elevadas las concentraciones de

steres de colesterol (p< 0,01) (FIG 1 B).
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(B) Corazones de fetos macho
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FIGURA 1. Concentraciones de lipidos en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media + error estdndar, n=
8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b)

indican diferencias significativas, p< 0,05.

Expresion génica de enzimas involucradas en la oxidacion de lipidos en
corazones de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de
gestacion.

El aumento de la concentraci n de diversas especies lip dicas suscit nuestro
inter s en el an lisis de v as de oxidaci n de 1 pidos, con el fin de determinar
posibles alteraciones que conduzcan al aumento de | pidos en el coraz n fetal de
rata diab tica. Es por ello que se analiz , mediante la t cnica de RT-PCR, la
expresi n g nica de AcilCoA oxidasa (ACO) y de Carnitina palmitoil transferasa 1
(CPT1), ambas enzimas claves en la oxidaci n (peroxisomal y mitocondrial

respectivamente) de 1 pidos.
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Al analizar los niveles de ARN mensajero de ACO, se encontr que en los
corazones de fetos hembra no hab a diferencias entre el grupo control y diab tico
(FIG 2 A), mientras que los corazones de fetos macho del grupo diab tico
presentaron una disminuci n en la expresi n g nica de ACO (p< 0,001, FIG 2 B).

Asimismo, la expresi n g nica de CPT1 se encontr disminuida en los
corazones de fetos hembra (p< 0,05) y macho (p< 0,001) de ratas diab ticas

comparadas con el grupo control (FIG 2 Cy D).
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FIGURA 2. Expresion génica de AcilCoA Oxidasa y Carnitina palmitoil transferasa 1
en corazones de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas. Expresion
génica de ACO en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas sanas y diabéticas.
Expresion génica de CPT1 en corazones de fetos hembra (C) y macho (D) de ratas sanas y
diabéticas. Los valores representan la media #+ error estdndar; n=8 corazones fetales
provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student.

Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Produccion de éxido nitrico y lipoperoxidacion en corazones de fetos hembra y
macho de ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de gestacion.

La diabetes durante la gestaci n genera un estado pro-oxidante y pro-
inflamatorio que se evidencia en la placenta y distintos rganos fetales, el cual
puede generar da o tisular por diferentes mecanismos (Lappas y col 2011).
Incrementados niveles de NO y lipoper xidos se han encontrado en la placenta y

rganos fetales de rata diab tica (Capobianco y col. 2008b, Martinez y col. 2011a).

Por ello, fue de inter s evaluar par metros de estr s nitrativo y oxidativo
como la sobreproducci n de xido n trico y los niveles de lipoper xidos en
corazones fetales de ratas sanas y diab ticasen eld a 21 de gestaci n.

Como ndice de la producci n de xido n trico se dosaron los niveles de
nitratos-nitritos, metabolitos estables resultantes de la oxidaci n del NO.

Se observ que el estado diab tico de las ratas gestantes increment la
producci n de NO en los corazones de fetos hembra (p< 0,05) y en los corazones
de fetos macho (p< 0,01) en el da 21 de gestaci n en comparaci n con sus

respectivos controles (FIG 3 Ay B)
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FIGURA 3. Producciéon de NO en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas. Dosaje de nitratos-nitritos en corazones fetales. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p<

0,05.

Para evaluar el da o oxidativo a | pidos se midieron los niveles de TBARS,

como ndice de la producci n de especies reactivas del ox geno.
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Se encontr que los corazones de fetos hembra del grupo control y del grupo
diab tico no presentaron diferencias en los niveles de TBARS (FIG 4 A), mientras
que en los fetos macho, los niveles de TBARS en el coraz n fueron mayores en el

grupo diab tico respecto del control (p< 0,01, FIG 4 B)
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FIGURA 4. Niveles de lipoperoxidos en corazones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas. Dosaje de TBARS en corazones fetales. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test

estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p<
0,05.

Expresion génica de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en corazones de
fetos hembra y macho de ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Los resultados mostrados previamente muestran un aumento de la
producci n de NO y de lipoper xidos en el coraz n fetal como consecuencia del
estado diab tico materno. El desbalance redox generado por la hiperglucemia

puede conducir a una alteraci n en el expresi n de la enzima xido n trico sintasa

inducible (iNOS).

Fue de inter s evaluar la expresi n g nica de la iNOS, mediante RT-PCR, en el
coraz n de fetos hembra y macho de ratas sanas y diab ticas en el d a 21 de
gestaci n.

Se observ que no hay diferencias en los niveles de ARN mensajero de iNOS
en corazones de fetos macho ni hembra de los grupos diab ticos en comparaci n a

los respectivos controles (FIG 5 Ay B).
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FIGURA 5. Expresion génica de iNOS en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media + error estdndar, n=8 corazones
fetales provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental Test estadistico: t-

Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Expresion génica de PPARa y PPARy en corazones de fetos hembray macho de
ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Considerando las anomal as en el metabolismo lip dico y los par metros
vinculados al estr s oxidativo y nitrativo identificados en el coraz n fetal de rata
diab tica, result de inter s evaluar la expresi n g nica de los receptores PPAR.
Estos receptores nucleares activados por ligando integran y regulan funciones
relacionadas con la homeostasis metab lica y los procesos anti-oxidantes y anti-
inflamatorios en diversos tejidos incluido el coraz n (Wahli y Michalik 2012) y su
funci nest alteradaen la cardiopat a diab tica (Leey col. 2013).

Se analiz la expresi ng nicadelos receptores PPARa y PPARY en corazones
fetalesenel d a 21 de gestaci n por medio de RT-PCR semicuantitativa.

Se observ que no hay diferencias en los niveles de ARN mensajero de PPARa
en los corazones de fetos hembras entre el grupo control y el grupo diab tico (FIG
6 A) mientras que en los corazones de fetos machos de ratas diab ticas se encontr
disminuida la expresi n g nica de este receptor respecto a los corazones de fetos

de ratas sanas (p< 0,01, FIG 6 B).
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FIGURA 6. Expresion génica de PPARa en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media # error estdndar; n=8
corazones fetales provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p<

0,05.

Al analizar la expresi n g nica de PPARy, en forma similar a lo observado

con la expresi n g nica de PPARq, no se encontraron diferencias en los corazones
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de fetos hembra entre el grupo control y el grupo diab tico (FIG 7 A). En cambio,
en los corazones de fetos macho, el grupo diab tico present menores niveles de

ARN mensajero del receptor PPARy respecto al grupo control (p< 0,05, FIG 7 B).
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FIGURA 7. Expresion génica de PPARy en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media * error estdndar; n=8
corazones fetales provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental. Test

estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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CAPITULO III

Efecto del tratamiento in vivo con LTB,, agonista de
PPARa, en corazones de fetos de rata diabética en la
gestacion a término.

Habiendo evidenciado alteraciones en los niveles de ARN mensajero de los
receptores PPAR y al mismo tiempo anomal as en el metabolismo lip dico, alterada
producci n de NO y de lipoper xidos en el coraz n de fetos de ratas diab ticas, fue
de inter s evaluar el efecto del agonista end geno del receptor PPARa, LTB4 sobre
dichas anomal as inducidas por la diabetes.

PPARaq, se expresa en 6rganos metabolicamente activos, entre los que se
encuentra el coraz n (Lefebvre y col. 2006) y su expresi n ya se registra desde la
etapa fetal (Abbott 2009). Este receptor cumple m Itiples funciones relacionadas
con la homeostasis lip dica y el control de procesos inflamatorios en el coraz n
adulto (Lee y Kim 2015) y alteraciones en su expresi n y/o en la va de
se alizaci n est nvinculadas con el desarrollo de diversas patolog as (Finck 2007)

Estudios de nuestro laboratorio realizados en un modelo de diabetes
experimental en la rata evidenciaron que la activacién de PPARa es capaz de
regular par metros alterados por la diabetes materna en placentas, as como
tambi n en el h gado fetal (Martinez y col. 2011a, Martinez y col. 2011b). EI LTB4,
es un eicosanoide producto de la metabolizaci n del cido araquid nico que es
capaz de activar PPARa (Lin y col. 1999, Hihi y col. 2002). A trav s del abordaje in
vivo de las inyecciones intrafetales con LTB4, hemos evaluado el rol del receptor
PPARa como regulador de las alteraciones en el coraz n fetal inducidas por la

diabetes materna.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB; sobre parametros plasmdticos y peso
fetal y peso del corazon de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas
en la gestacion a término.

Para comenzar a analizar los efectos del agonista de PPARa, LTBy4, sobre el feto a
t rmino, se evalu la acci n de este agonista sobre determinados par metros
metab licos en plasma fetal, el peso fetal y de diversos rganos fetales. La
administraci n de LTB4 sellev a cabo de forma intrafetal, por inyecciones de LTB4
(0.1 umoles) o veh culo en forma subcut nea a los fetos en los d as 19, 20 y 21 de
gestaci n, tal como se detall enlasecci n de materialesy m todos.Eneld aZ21de
gestaci n y luego de 3 horas de la Itima inyecci n, los fetos fueron explantados,
sexados y se determin el peso fetal y el peso de diversos rganos fetales, se
preservaron los rganos fetales y se obtuvo el plasma fetal en el cual se determin
la glucemia y trigliceridemia.

El tratamiento in vivo con LTB4 no modific par metros plasm ticos como la
glucemia y la trigliceridemia en los fetos hembra y macho del grupo control ni del
grupo diab tico (TABLA 5, Ay B).

Al analizar el peso fetal de hembras y machos, no se observaron diferencias
entre los fetos tratados con LTB4 y veh culo tanto en el grupo diab tico como en el
grupo control (TABLA 5, Ay B).

El tratamiento in vivo con LTB4 redujo el peso de los corazones de fetos
hembra y macho respecto a los fetos del mismo sexo inyectados con veh culo en el

grupo control y en el grupo diab tico (p< 0,05, TABLA 5, Ay B).

(A)Fetos hembra Control Diabético

Vehiculo LTB, Vehiculo LTB,
Glucemia

+11a +10a * +

(mgy/dl) 48+11 40+10 138+13b 122+13b
Trigliceridemia  (56+001:  0,61+0,06 0,91+0,08b 0,89+0,03b
9/
Peso fetal (g) 2.9+ 0,12 3,0+0,12 3,3+0,1b 31+0,14b
Peso corazon 24,2+0,4a 21,7+0,6b 26,9+0.4¢ 23,7+0,8a
fetal (mg)
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Glucemia (mg/dl) 56+12a 55+10a 153+6b 145+4b
Trigliceridemia 0,52+0,09:  0,62+0,062 0,82+0,07b 0,85+0,03b
(9/1)

Peso fetal (g) 3,0+0,1a  3,3+0,2ab 3,8+0,1b 3,3+0,1 ab
Peso corazon fetal 26,0+0,42  23,3+0,6b 28,6%0,6¢ 25,1+0,7b
(mg)

TABLA 5. Parametros plasmdticos y pesos fetales y del corazon de fetos hembra (A) y
machos (B) inyectados en los dias 19, 20 y 21 de gestaciéon con LTB;,. Se evaliio el
conjunto de plasmas de todos los fetos hembra o todos los fetos macho de cada rata (n=12
ratas en cada grupo experimental). Los valores representan la media * error estdndar. Test
estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d)

indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB, sobre la expresion génica de PPARax en
corazones de fetos hembra y macho en la gestacion a término.

Dadas las alteraciones encontradas en los niveles de ARN mensajero de
PPARa en corazones de fetos de ratas diab ticas fue de particular inter s evaluar
el efecto del tratamiento con LTB4, administrado al feto durante los Itimos d as de
la gestaci n, sobre la expresi n g nica del receptor PPARa. Se evaluaron entonces
los niveles de ARN mensajero de PPARa mediante RT-PCR, en corazones de fetos
hembra y macho en el d a 21 de gestaci n luego de 3 horas de haber recibido la

Itima inyecci n de LTB4, seg n el esquema de administraci n de este agonista
antes detallado.

En los corazones de fetos hembra se observ que el tratamiento intrafetal
con LTB4 increment la expresi n g nica del receptor PPAR« en el grupo diab tico
(p< 0,05) respecto del coraz n fetal del mismo grupo inyectado con veh culo (FIG 8
A).

En los corazones de feto macho, el tratamiento fetal con LTB4, fue capaz de
incrementar la expresi n g nica de PPARa tanto en el grupo control como en el

grupo diab tico (p< 0,05, FIG 8 B).
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FIGURA 8. Expresion génica de PPAR«a en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 con LTB;. Los
valores representan la media * error estdndar; n=8 corazones fetales provenientes de
distintas ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y
post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<

0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB; sobre la expresion génica de ACO y

CPT1 en corazones de fetos hembray macho en la gestacion a término.

Entre las funciones del receptor PPARa, son de relevancia aquellas
involucradas en la oxidaci n de 1 pidos, dada la importancia de estos sustratos
metabolicos para el corazén. PPARa regula en diversos tejidos la expresi n g nica
de transportadores de cidos grasos y enzimas que participan en la oxidaci n de
| pidos. Como se observ anteriormente, los niveles de ARN mensajero de enzimas
como ACO y CPT1 est n alterados en corazones fetales en la gestaci n diab tica.

Con el fin de evaluar el efecto del agonista LTB4 sobre la expresi n de genes
blanco del receptor PPAR« involucrados en el metabolismo oxidativo de | pidos, se
analiz la expresi ng nicade ACO y CPT1 mediante RT-PCR, en corazones de fetos
hembra y macho inyectados con LTB4 (0,1 nmoles) o veh culo en los d as 19, 20 y
21 de gestaci n, en grupos de ratas sanas y diab ticas, tal como se detall en
materiales y m todos.

En los corazones de fetos hembra, la administraci n de LTB4 increment la
expresi n g nica de ACO tanto en el grupo control como en el grupo diab tico, en
comparaci n con corazones de fetos inyectados con veh culo de los respectivos
grupos (p< 0,01, FIG 9 A).

En los corazones de fetos macho, el tratamiento in vivo con LTB4 no modific
los niveles de ARN mensajero de ACO en grupo control respecto a los corazones de
fetos inyectados con veh culo del mismo grupo. En cambio, en el grupo diab tico la
inyecci n intrafetal con LTB4 fue capaz de incrementar la expresi n g nica de ACO
en los corazones fetales (p< 0,001, FIG 9 B), expresi n que se encontraba

disminuida por el estado diab tico materno tal como se detall anteriormente.

99



Resultados

(A)
Corazones de fetos hembra I vehiculo
O LTB,
1.5+ b
— C
9 ac a —
2 1.0 — —
£
=
o
<
o 0.5
2
0.0
Control Diabético
(B)
Corazones de fetos macho 3 vehiculo
B LB,
1.54
— a
5, 1.0 a a
E — — b
=2 ——
o
<
(o) 0.5
2
0.0

Control Diabético

FIGURA 9. Expresion génica de ACO en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20 y 21 de gestacién con LTB;0
vehiculo. Los valores representan la media + error estdndar; n=8 corazones fetales
provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos
factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias

significativas, p< 0,05.

Al analizar la expresi n g nica de CPT1 se encontr que la administraci n
intrafetal de LTB4no modific los niveles de ARN mensajero de esta enzima en
corazones de fetos hembra de rata control ni de rata diab tica (FIG 10 A).

En los corazones de fetos macho del grupo control, se observ que el
tratamiento in vivo con LTBs no produjo cambios en la expresi n g nica de CPT1
respecto a los corazones de fetos inyectados con veh culo. En el grupo diab tico,

en cambio, la administraci n de este agonista de PPARa increment6 los reducidos

100



Resultados

niveles de ARN mensajero de CPT1 encontrados en los corazones fetales de este

grupo (p< 0,01, FIG 10 B).
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FIGURA 10. Expresion génica de CPT1 en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20 y 21 de gestacién
con LTB; o vehiculo. Los valores representan la media + error estdndar; n=8 corazones
fetales provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental. Test estadistico:
ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican

diferencias significativas, p< 0,05.
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CAPITULO IV

Efecto de dietas maternas enriquecidas en dcidos
grasos agonistas de PPAR en corazones de fetos de
rata diabética en la gestacion a término.

"Que tu alimento sea tu medicina
Yy que tu medicina sea tu alimento”
Hipdcrates

Los PPAR son receptores que presentan agonistas isotipo espec ficos, y a la
vez poseen ligandos que tienen la capacidad de activar a los tres isotipos de PPAR,
como ciertos cidos grasos mono y poliinsaturados (Bordoni y col. 2006).

En la gestaci n, los cidos grasos esenciales, poliinsaturados, deben ser
aportados por la madre a trav s del transporte placentario, en la medida necesaria
para suplir los requerimientos fetales (Gil-Sanchez y col. 2012). A partir de estos

cidos grasos esenciales se formar n otros | pidos bioactivos que tendr n una
importante funci n como componentes de membranas, precursores de
eicosanoides y ligandos de receptores nucleares. Su deficiencia est vinculada con
alteraciones en el desarrollo (Innis 2007). Cabe mencionar en este contexto que en
la gestaci n diab tica se han encontrado an malos niveles de PUFAS tanto en
suero materno como fetal y que la diabetes materna induce profundas anomal as
en el metabolismo lip dico (Higa y Jawerbaum 2013).

Fue de inter s entonces evaluar el efecto de dietas maternas enriquecidas
con cidos grasos insaturados agonistas de PPAR sobre par metros vinculados a la
homeostasis lip dica y la producci n de NO y lipoper xidos, teniendo como
antecedentes trabajos del laboratorio que muestran el efecto ben fico de estas
dietas sobre el embri n y la placenta de ratas diab ticas (Capobianco y col. 2008a,

Capobianco y col. 2008b, Higa y col. 2012) .
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Para llevar a cabo este estudio, a partir del d a 1 de gestaci n, ratas sanas y
diab ticas se separaron en 3 grupos experimentales. Estos grupos fueron
alimentados con A) Dieta est ndar: consiste en el alimento balanceado comercial,
B) Dieta est ndar suplementada con 6% de aceite de oliva, rico en cido oleico
( cido graso monoinsaturado n-9) o C) Dieta est ndar suplementada con 6% de

aceite de c rtamo, enriquecido en cido linoleico ( cido graso poliinsaturado n-6).

Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cartamo sobre parametros plasmdticos maternos y fetales y sobre el
peso fetal y del corazéon de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas
en el dia 21 de gestacion.

En primer lugar se evalu el efecto de dietas suplementadas con 6% de aceite
de oliva o 6% de aceite de c rtamo, ricos en cidos grasos agonistas de PPAR,
administradas durante toda la gestaci n sobre par metros plasm ticos como la
glucemia y trigliceridemia materna y fetal en la gestaci n at rmino de ratas sanas
y diab ticas. A su vez se analiz el peso fetal y de los corazones fetales en el d a 21
de gestaci n bajo estos tratamientos dietarios administrados a las ratas gestantes.

Se observ que la administraci n de dietas suplementadas con aceite de oliva
o aceite de c rtamo no modificaron la glucemia, la trigliceridemia y Ila
colesterolemia materna, tanto en el grupo control como en el grupo diab tico
(TABLA 6 A). Los tratamientos dietarios tampoco modificaron la glucemia y
trigliceridemia fetal en el grupo control ni en el grupo diab tico (TABLA 6 Ay B)

El peso fetal no se modific con los tratamientos dietarios en los fetos
hembras de ratas sanas y diab ticas. En los fetos macho, los tratamientos dietarios
no mostraron efectos sobre el grupo control, mientras que en el grupo diab tico, la
dieta suplementada con aceite de oliva redujo el peso fetal de ratas diab ticas (p <
0,05), sin observarse modificaciones con el tratamiento dietario con aceite de
¢ rtamo (TABLA 6 C)

Al analizar el peso de los corazones fetales, se observ que los tratamientos
dietarios no modificaron el peso de los corazones de los fetos macho y hembra en

el grupo control ni en el grupo diab tico (TABLA 6 By C).
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Glucemia 99+14a 115472 116+132  217+24b  236+27b 231+19b
(mg/dl)

?r}.flljhce"demm 2,04+0,212  2,06£0,302 1,97+0,192 4,22+0,50> 3,65+0,20> 3,50+0,40P
g

?O}Zstem’emia 1,140,092 1,35+0,062> 1,30+0,06®®> 1,75+0,12¢ 1,50+0,09 1,61+0,19b¢
g

Glucemia 42100 48140 4748 141£200  127+200  114%30
(mg/dl)

;’r}%lcerldemla 0,50£0,04=  0,60£0,032  0,44%0,050  1,02£0,12>  1,17¢0,12>  0,92%0,07>
g

Peso fetal (g) 3,03£0,042 3,100,042  3,02%0,042 3,40+0,06>  3,24+0,053>  3,40+0,08b
Peso corazon 24,06%0,42 24,9+0,62 23,8+0,62 26,6+0,5b 26,6+£0,6b 25,3+0,7 ab
fetal (mg)

Glucemia 41£162 4818a 51+12a 143+21>  165+31v 132429
(mgydl)

;’r}%lcerldemla 0,52+0,062 0,610,062  0,77£0,09¢  0,99£0,09>  1,19+0,12>  1,18+0,14b
g

Peso fetal (g) 3,13£0,042  3,31+0,072=  3,33%0,07a 3,54+0,06>  3,30+0,052  3,46+0,09>
Peso corazon 25,5+0,5a 26,4+0,7ab 24,9+0,82 27,8+£0,4b 26,8+0,7ab 25,5+0,7ab
fetal (mg)

TABLA 6. Efecto de tratamientos dietarios durante toda la gestacién con suplemento
de aceite de oliva o cdartamo sobre pardmetros plasmdticos de ratas sanas y
diabéticas (A) y parametros plasmadticos, pesos fetales y del corazon de fetos hembra
(B) y macho (C) en el dia 21 de gestacion. Se evalué el conjunto de plasmas de todos los
fetos hembra o todos los fetos macho de cada rata. n=12 ratas en cada grupo experimental.
Los valores representan la media + error estdndar. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo sobre la concentracion de lipidos en corazones de fetos
hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

Se evalu la concentraci n de diversas especies lip dicas en corazones de
fetos hembra y macho de ratas sanas o diab ticas alimentadas durante toda la
gestaci n con dieta est ndar, dieta suplementada con 6% de aceite de oliva o dieta
suplementada con 6% de aceite de ¢ rtamo. La medici n se realiz a trav s de la
extracci n del pidos totales de corazones fetales y posterior separaci n por TLC.

En los corazones de fetos hembra se observ que el tratamiento dietario en la
rata gestante con aceite de oliva increment los niveles de triglic ridos en el grupo
diab tico (p< 0,01, FIG 11). En el grupo control, la suplementaci n dietaria con
aceite de oliva redujo los niveles de colesterol en los corazones fetales (p< 0,01) y
la suplementaci n dietaria con aceite de ¢ rtamo increment los niveles de steres

de colesterol (p< 0,05, FIG 11).
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FIGURA 11. Concentraciones de lipidos en corazones de fetos hembra de ratas sanas y
diabéticas tratadas con alimento suplementado con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdartamo durante toda la gestacion. Los valores representan la media * error
estdndar, n= 8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.

Al analizar el efecto de las dietas maternas sobre las concentraciones de
| pidos en los corazones de fetos macho se encontr que dichos tratamientos no

modificaron los niveles de ninguna de la especies lip dicas evaluadas (FIG 12).
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Corazones de fetos macho
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FIGURA 12. Concentraciones de lipidos en corazones de fetos macho de ratas sanas y
diabéticas tratadas con alimento suplementado con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdartamo durante toda la gestacion. Los valores representan la media * error
estdndar, n= 8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.

Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cartamo sobre la expresion génica de PPARa y PPARYy en corazones
de fetos hembray macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

A continuaci n se analiz el efecto de las dietas enriquecidas con cidos
grasos agonistas de PPAR administradas a la rata durante toda la gestaci n sobre
la expresi n g nica de las isoformas PPARa y PPARy en corazones fetalesen el d a
21 de gestaci n. Este an lisis se llev acabo mediantelat cnica de RT- PCR.

Al evaluar los niveles de ARN mensajero de PPARq, se observ que en los

corazones de fetos hembra, el tratamiento dietario con aceite de c¢ rtamo no
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modific la expresi n g nica de este receptor en el grupo control ni en el grupo
diab tico. El tratamiento dietario con aceite de oliva a la rata gestante disminuy la
expresi n g nica de PPARa en los corazones fetales del grupo diab tico, respecto a
lo observado en los corazones fetales de ratas alimentadas con dieta est ndar del
mismo grupo (p< 0,05, FIG 13 A).

En los corazones de fetos macho, ambos tratamientos dietarios
incrementaron los niveles de ARN mensajero de PPARa tanto en el grupo control
(p< 0,01 dieta con oliva, p< 0,05 dieta con ¢ rtamo) como en el grupo diab tico (p<
0,05) en comparaci n con lo observado en los corazones de fetos de ratas

alimentadas con dieta est ndar de los respectivos grupos (FIG 13 B).
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FIGURA 13. Expresion génica de PPAR«a en corazones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestaciéon con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdrtamo. Los valores
representan la media * error estdndar; n=8 corazones fetales provenientes de distintas
ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.

Al analizar la expresi n g nica del receptor PPARy, se encontr que en los
corazones de fetos hembra, las dietas suplementadas con aceite de oliva o con
aceite de ¢ rtamo no modificaron los niveles de ARN mensajero de este receptor

en el grupo de ratas control ni en el grupo de ratas diab ticas (FIG 14 A).
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En los corazones de fetos macho, los tratamientos dietarios no mostraron
efecto sobre la expresi n g nica de PPARy en el grupo control (FIG 14 B). En
cambio, en los corazones de fetos de ratas del grupo diab tico se evidenci un
aumento en los niveles de ARN mensajero del receptor PPARy tanto el grupo que
recibi alimento suplementado con aceite de oliva (p< 0,01) como el que recibi

alimento suplementado con aceite de ¢ rtamo (p< 0,001) (FIG 14 B).
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FIGURA 14. Expresion génica de PPARY en corazones de fetos hembra (A)y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdartamo. Los valores
representan la media # error estdndar; n=8 corazones fetales provenientes de distintas ratas
en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo sobre la expresion génica de ACO y CPT1 en corazones de
fetos hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

Se evalu en los corazones fetales los niveles de ARN mensajero de ACO y
CPT1, enzimas involucradas en la oxidaci n de 1 pidos, dado que sus genes son
blanco de la regulaci n por los receptores PPAR.

Al analizar la expresi n g nica de la ACO, se encontr que los tratamientos
dietarios no modificaron los niveles de ARN mensajero de esta enzima en los

corazones de fetos hembra y macho del grupo control ni del grupo diab tico (FIG

15 Ay B).
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FIGURA 15. Expresion génica de ACO en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacion con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdrtamo. Los valores
representan la media # error estdndar; n=8 corazones fetales provenientes de distintas ratas
en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.

Cuando se analiz la expresi n g nica de la enzima CPT1, se observ que las
suplementaciones dietarias con aceite de oliva o aceite de ¢ rtamo, no modificaron
la reducida expresi n g nica de esta enzima encontrada en los corazones de fetos

hembra y macho de rata diab tica (FIG 16 Ay B).
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FIGURA 16. Expresion génica de CPT1 en corazones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdrtamo. Los valores
representan la media # error estdndar; n=8 corazones fetales provenientes de distintas ratas
en cada grupo experimental Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdartamo sobre la produccion de NO y lipoperoxidos en corazones de
fetos hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

Como se mostr anteriormente en este trabajo, en los corazones fetales de
rata diab tica se encontr una elevada producci nde xido n trico y lipoper xidos,
indicadores de un estado pro-inflamatorio y pro-oxidante. Es por esto que result
de inter s evaluar si el tratamiento dietario a ratas gestantes con dietas ricas en

cidos grasos agonistas de PPAR, son capaces de regular la producci n de NO y
lipoper xidos en corazones fetales at rmino.

Al evaluar la producci n de NO a trav s del dosaje de sus metabolitos
estables los nitratos-nitritos, por el m todo de Griess, se encontr que en los
corazones de fetos hembra de rata diab tica, el tratamiento dietario con aceite de
c rtamo fue capaz de reducir la incrementada producci n de NO encontrada en los
corazones de fetos del grupo diab tico (p< 0,01, FIG 17).

La producci n de NO, que se encontraba elevada en los corazones de fetos
macho del grupo diab tico, fue significativamente menor en los corazones de fetos
macho de ratas diab ticas que fueron alimentadas con dietas suplementadas con

aceite de oliva y con aceite de ¢ rtamo (p< 0,001, FIG 17)
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FIGURA 17. Producciéon de NO en corazones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdartamo. Niveles de

nitratos/nitritos, metabolitos estables del NO. Los valores representan la media * error
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estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores
y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<

0,05.

Al evaluar la peroxidaci n lip dica, mediante el dosaje de TBARS, se encontr
que en los corazones de fetos hembra del grupo control y del grupo diab tico, las
dietas administradas no modificaron la producci n de lipoper xidos (FIG 18 A). En
cambio, al observar el efecto de los tratamientos dietarios sobre la peroxidaci n
lip dica en corazones de fetos macho, se encontr que la dieta suplementada con
aceite de ¢ rtamo redujo los niveles de TBARS en el grupo diab tico respecto a los
niveles encontrados en los corazones de ratas alimentadas con dieta est ndar del

mismo grupo (p< 0,01, FIG 18 B).
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FIGURA 18. Niveles de lipoperdéxidos de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas sanasy
diabéticas alimentadas durante toda la gestacion con dieta suplementada con 6% de
aceite de oliva o 6% de aceite de cartamo. Dosaje de TBARS en corazones de fetales. Los
valores representan la media # error estdndar; n=8 ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d)

indican diferencias significativas, p< 0,05.
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CAPITULO V

Alteraciones en pulmones de fetos de rata diabética
en la gestacion a término.

Diversos estudios han demostrado alteraciones fisiol gicasy estructurales del
pulm n inducidas por la patolog a diab tica en pacientes adultos (Goldman 2003,
Yang y col. 2011). Adem s, en modelos animales de diabetes se ha identificado en el
pulm n un estado pro-inflamatorio vinculado a la sobreproducci n de NO (Oztay y
col. 2008) y un desbalance oxidativo producto de la disminuci n en la actividad
antioxidante y el incremento de lipoper xidos (Gumieniczek y col. 2002)

La diabetes durante la gestaci n afectaal feto en m Itiples aspectosy se asocia
con mayores complicaciones respiratorias en el neonato, siendo el distres
respiratorio fetal una de las principales causas de morbi-mortalidad neonatal
asociadas a la patolog a diab tica en la gestaci n (Robert y col 1976). El pulm n
fetal que se desarrolla en un entorno diab tico, presenta alteraciones estructurales
y en la producci n de surfactante pulmonar, anomal as que se vinculan con el
retraso de la maduraci n pulmonar (Trevino-Alanis y col. 2009, Koskinen y col.
2011, Lock y col. 2013).

Muchas de las alteraciones en el pulm n fetal asociadasalagestaci ndiab tica
no han sido del todo dilucidadas y son m Itipleslas v as que se encuentran afectadas
por la diabetes materna. Result de inter s entonces, evaluar el efecto de la diabetes
materna sobre el metabolismo lip dico, la producci n de NO y lipoper xidos en el

pulm n fetal en la gestaci n deratasat rmino.
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Concentracion de especies lipidicas en pulmones de fetos macho y hembra de
ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Trabajos de nuestro laboratorio evidenciaron que la diabetes materna induce
la sobreacumulaci n de diversas especies lip dicas en distintos rganos, entre ellos
la placenta y el h gado fetal (Capobianco y col. 2008, Martinez y col. 2011). En este
estudio se analiz el contenido de diferentes especies lip dicas en pulmones de fetos
hembra y macho de ratas sanas y diab ticas mediante extracci ny separaci n por
cromatograf a en capa delgada (TLC) y posterior cuantificaci n.

En los pulmones de fetos hembra de ratas diab ticas se observ unincremento
en los niveles de triglic ridos respecto al grupo control (p< 0,01), mientras que no
se encontraron diferencias en los niveles de fosfol pidos, colesterol y steres de
colesterol entre los pulmones de los fetos de ratas sanas y diab ticas (FIG 19 A).

En los pulmones de fetos macho de ratas diab ticas se observ un incremento
de las concentraciones de fosfol pidos (p< 0,05) y de triglic ridos (p< 0,001)
respecto del grupo de ratas sanas. No se observaron diferencias en los niveles de
colesterol y steres de colesterol en los pulmones de los fetos de ratas sanas y

diab ticas (FIG 19 B).
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FIGURA 19. Concentraciones de lipidos en plumones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media + error estdndar; n=8
pulmones fetales provenientes de distintas ratas en cada grupo experimental Test

estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Composicion de dcidos grasos en pulmones de fetos hembra y macho de ratas
sanas y diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Dadas las diferencias encontradas en los niveles de 1 pidos en los pulmones de
fetos de rata diab tica, result de inter s evaluar la composici n porcentual de

cidos grasos en pulmones fetales de ratas sanas y diab ticas en el da 21 de
gestaci n,dadalaimportanciade dicha composici nenlafunci ndelasmembranas
y los procesos de se alizaci n celular.

Estean lisissellev acabomediante lat cnica de cromatograf a gaseosa (CG),
en la Unidad de Microan lisis y M todos F sicos aplicados a la Qu mica Org nica
(UMYFOR- FCEyN, UBA- CONICET) en colaboraci n con las Dras. Marta Maier y
Valeria Careaga.

Al comparar la composici n porcentual de cidos grasos en pulmones fetales,
no se encontr diferencia entre los pulmones de fetos hembra y los pulmones de
fetos macho, motivo por el cual se presentan los datos combinados de ambos sexos
en la Tabla 7. Al evaluar la composici nporcentual de cidos grasos de los pulmones
de fetos de ratas sanas y diab ticas s lo se observ una disminuci n de los niveles
del cido pentadecanoico en el grupo diab tico respecto al grupo control (p>0.01,

Tabla 7).

ACIDOS GRASOS (%) Pulmones fetales
Control Diab tico
C14 Mir stico 1,940,242 2,06+0,212
C15 Pentadecanoico 1,23+0,282 0,40+0,04">
C16 Palm tico 32,190,562 33,50+0,182
Cc17 Marg rico 0,37+0,072 0,23+0,042
C18 Este rico 11,35+0,162 11,18+0,862
Cc20 Araqu dico 0,36+0,032 0,39+0,032
C22 Beh nico 1,73+0,052 1,63+0,202
C16:1 (n-7) Palmitoleico 6,58+0,372 5,56+0,332
C18:1 (n-9) Oleico 17,33+0,902 20,19+3,72
C20:1(n-9) Gondoico 0,41+0,052 0,40+0,052
C22:1 (n-9) Er cido 0,62+0,072 0,69+0,082
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C18:2 (n-6) Linoleico 4,850,302 5,09+0,602

C20:2(n-3/6) Ecosadienoico 0,560,042 0,53+0,062

C20:3 (n-6) Dihomogamma 0,36+0,04 2 0,37+0,052
linol nico

C20:4(n-6)  Araquid nico 10,30+0,332 10,49+0,292

C20:5(n-3/6) Docosapentanoico 0,36+0,062 0,32+0,052

C22:6(n-3) Docosahexaenoico 2,69+0,102 3,08+0,382

Tabla 7. Composicién porcentual de dcidos grasos en plumones de fetos de ratas sanas
y diabéticas. Los valores representan la media + error estdndar. n=6 ratas en cada grupo
experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias

significativas, p< 0,05.
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Expresion génica de enzimas involucradas en la oxidacion de lipidos en
pulmones de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de
gestacion.

Habiendo evidenciado alteraciones en las concentraciones de 1 pidos en el
pulm n de fetos hembra y macho de ratas diab ticas, se analizaron los niveles de
ARN mensajero de AcilCoA oxidasa (ACO) y de Carnitina palmitoil transferasa 1
(CPT1), ambas enzimas claves en la oxidaci n del pidos, mediante lat cnica de RT-
PCR.

Tanto en los fetos hembra como en los fetos macho del grupo diab tico, la
expresi ng nicade ACO se encontr disminuida respecto al grupo control (p< 0,05,
FIG 20 Ay B).

As mismo, la expresi n g nica de CPT1 se encontr disminuida en los fetos
hembra y macho de ratas diab ticas comparadas con los niveles encontrados en los

fetos de ratas sanas (p<0,001, FIG 20 Cy D).
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FIGURA 20. Expresion génica de AcilCoA Oxidasa y Carnitina palmitoil transferasa 1 en

pulmones de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas. Expresién génica de ACO
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en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas sanas y diabéticas. Expresion génica
de CPT1 en pulmones de fetos hembra (C) y macho (D) de ratas sanasy diabéticas. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico:

t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Produccion de oxido nitrico y lipoperoxidacion en pulmones de fetos hembra y
macho de ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de gestacion.

La diabetes durante la gestaci n genera un estado pro-oxidante y pro-
inflamatorio que se evidencia en distintos rganos fetales, el cual genera da o
tisular a trav s de diversos mecanismos.

En este estudio se analiz la producci nde xido n tricoy lalipoperoxidaci n
en el pulm n de fetos hembra y macho de ratas sanas y diab ticas.

Como ndice de la producci n de xido n trico se evaluaron los niveles de
nitratos-nitritos, metabolitos estables resultantes de la oxidaci n del NO.

Tanto en los pulmones de fetos hembra como en los pulmones de los fetos
macho se observ un incremento de la producci n de NO en los pulmones fetales
provenientes de ratas diab ticas, en comparaci n con los del grupo control

(pulmones de fetos hembra p< 0,01, pulmones de fetos macho p< 0,05, FIG 21 Ay B)
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FIGURA 21. Produccion de NO en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas
sanas y diabéticas. Niveles de nitratos/nitritos, metabolitos estables del NO en pulmones de
fetos de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media # error estdndar, n=8 ratas
en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican

diferencias significativas, p< 0,05.
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Para evaluar el da o oxidativo a | pidos se midieron los niveles de TBARS,
como indicador de los niveles de lipope xidos. Se observ que los pulmones de fetos
macho y hembra del grupo diab tico presentaron mayores ndices de peroxidaci n

lip dica respecto del grupo control (fetos hembra p< 0,01, fetos macho p< 0,001, FIG
22 Ay B).

(A) (B)
Pulmones de fetos hembra Pulmones de fetos macho
0.25- 0.25+
5 020 5 020
< 2 a cg
‘o 0.15- =g 0.15-
Ps [ =9 a
&= 3=
° o 0.10+ % o 0.10- e m—
EE EE
0.05- 0.054
0.00 - 0.00 y
Control Diabético Control Diabético

FIGURA 22. Produccion de lipoperéxidos en pulmones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanas y diabéticas. Niveles de TBARS en pulmones de fetos de ratas sanasy
diabéticas. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo

experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican diferencias

significativas, p< 0,05.
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Expresion génica de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en pulmones de
fetos hembra y macho de ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

En este estudio se analiz los niveles de ARN mensajero de la iNOS en el
pulm n de fetos hembra y macho de ratas sanas y diab ticas, mediantelat cnica de
RT-PCR.

Se observ que no hay diferencias en la expresi n g nica de iNOS en pulmones
de fetos macho ni hembra del grupo diab tico con respecto al grupo control (FIG 23

Ay B).
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FIGURA 23. Expresion génica de iNOS en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en
cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican

diferencias significativas, p< 0,05.
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Expresion génica y niveles proteicos de PPARa y PPARy en pulmones de fetos
macho y hembra de ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Considerando las anomal as en el metabolismo lip dico y los par metros
vinculados al estr s oxidativo y nitrativo identificados en el pulm n fetal de rata
diab tica, result de inter s la evaluaci n de la expresi n de los PPAR. En efecto,
estos receptores nucleares integran y regulan funciones vinculadas con la
homeostasis lip dica y los procesos anti-oxidantes y anti-inflamatorios (Wahli y
Michalik 2012). Se ha observado la expresion de PPARa y PPARy en pulmones
fetales tanto en humanos (Abbott y col. 2010) como en pulmones fetales de rata en
la gestaci nat rmino (Chen y col 1998).

En este estudio se analizaron los niveles proteicos y la expresi n g nica de

PPARa y PPARYy en pulmones de fetos macho y hembra de ratas sanas y diab ticas.

Niveles de PPARa y PPARy en pulmones de fetos macho y hembra de ratas sanas
y diabéticas.

Seutiliz lat cnicainmunohistoqu mica para determinar los niveles proteicos
de ambos receptores nucleares.

Los niveles de PPARa en los pulmones de fetos hembra de ratas diab ticas
fueron similares a los del grupo de ratas sanas, mientras que en los pulmones de
fetos machos del grupo diab tico los niveles de este receptor se encontraron

disminuidos respecto al grupo de ratas sanas (p< 0,05, FIG 24)

124



Resultados

(A) Pulmones de fetos hembra
Control Diabético

[
% 1.54
a

N 1T
o 1.0-
(0]
©
8
2 0.5
4

0.0 .

Control Diabético
(B) Pulmones de fetos macho
Control Diabético

o
=} a
3 J _I_
a
o
(0]
©
@ 0.5
2
b
0.0 T
Control Diabético

FIGURA 24. Niveles de PPARa en plumones de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas
sanas y diabéticas. Fotomicrografia representativa  (magnificacién  400X).
Inmunomarcacion con anticuerpo especifico anti PPARa y andlisis densitométrico de los

niveles de PPARa en pulmones fetales de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la
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media # error estdndar; n=5 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student.

Las distintas letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.

Los niveles de PPARY en los pulmones de fetos hembra fueron similares en el
grupo de ratas sanas y el grupo de ratas diab ticas. En los pulmones de fetos macho
del grupo de ratas diabéticas se observ6 una disminucién de los niveles de PPARy

respecto al grupo de ratas sanas (p< 0,01, FIG 25).
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(B) Pulmones de fetos macho
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FIGURA 25. Niveles de PPARy en plumones de fetos hembra y macho de ratas sanas y
diabéticas. Fotomicrografia representativa (magnificacion 400X). Inmunomarcacién con
anticuerpo especifico anti PPARy y andlisis densitométrico de los niveles de PPARy en
pulmones fetales de ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media * error
estdndar, n=5 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas

letras (a-b) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Expresion génica de PPARa y PPARy en pulmones de fetos macho y hembra de
ratas sanasy diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Identificada la an mala expresi n proteica de los receptores PPARa y PPARy
y alteraciones en el metabolismo lip dico en pulmones de fetos de rata diab tica, fue
de inter s evaluar la expresi n g nica de los receptores PPARa y PPARY por medio
de RT-PCR semicuantitativa.

Se observ que no hay diferencias en la expresi n g nica de PPARa en los
pulmones de fetos hembra entre el grupo control y el grupo diab tico (FIG 3A). En
los pulmones de fetos macho de ratas diab ticas se encontraron disminuidos los
niveles del ARN mensajero de PPARa respecto a los pulmones de fetos de ratas sanas

(p< 0,05, FIG 26 B).
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FIGURA 26. Expresion génica PPARa en plumones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en
cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican

diferencias significativas, p< 0,05.
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Al analizar la expresi n g nica de PPARYy, se observ que fue similar en los

pulmones de fetos hembra y macho del grupo diab tico y control (FIG 27 Ay B).
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FIGURA 27. Expresion génica PPARy en plumones de fetos hembra (A) y macho (B)

de ratas sanasy diabéticas. Los valores representan la media + error estdndar, n=8 ratas

en cada grupo experimental. Test estadistico: t- Student. Las distintas letras (a-b) indican

diferencias significativas, p< 0,05.
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CAPITULO VI

Efecto del tratamiento in vivo con LTB,, agonista de

PPARa en pulmones de fetos de rata diabética en la

gestacion a término.

Los resultados presentados en el cap tulo anterior muestran profundas
alteraciones en el pulm n fetal inducidas por la diabetes materna relacionadas con
el metabolismo de los 1 pidos, la producci n de NO y de lipoper xidos. Adem s, los
pulmones de fetos macho de ratas diab ticas presentan an malos niveles de
receptores PPAR. Numerosos trabajos describen el rol clave del receptor PPARa en
procesos del catabolismo lip dico y como regulador de la respuesta inflamatoria en
diversos tejidos (Lefebvre y col. 2006, Bensinger y Tontonoz 2008), incluido el
pulm n (Cuzzocrea 2006, Hecker y col 2015). En la gestaci n, trabajos de nuestro
laboratorio evidenciaron la capacidad de distintos agonistas de PPARa de regular
par metros afectados por la diabetes materna en la placenta y el feto de rata
(Martinez y col. 2008, Martinez y col. 2011). En este contexto, fue prop sito de este
trabajo evaluar los efectos de la activacion del receptor PPARa mediante la
inyecci n intrafetal de LTB4, agonista end geno de este receptor. Las inyecciones
intrafetales se llevaron a cabo los Itimos tres d as de la gestaci n en ratas sanas y
diab ticas, tal como se detall en la secci n materiales y m todos. Enel d a 21 de
gestaci n se evalu la expresi n de genes vinculados al metabolismo de los | pidos

y la producci n de NO.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB4 sobre el peso de pulmones de fetos
hembray macho en la gestacién a término.

En el capitulo Il se muestra que el tratamiento intrafetal con LTB4 no tuvo
efectos sobre par metros plasm ticos como la glucemia y la trigliceridemia fetal.
Tampoco se observaron cambios significativos en el peso fetal, en aquellos fetos que
recibieron el agonista de PPARa, LTB4, respecto a los fetos del mismo grupo
inyectados con veh culo.

Al analizar el peso del pulm n fetal se observ que tanto en los fetos hembra
como en los macho, el peso de este rgano fue mayor en el grupo diab tico respecto
al control (p<0,001, Tabla 8) y que el tratamiento intrafetal con LTB4, redujo el peso
del pulm n fetal de ratas diab ticasllev ndolo a valores similares a los encontrados

en el grupo control (p<0,01, Tabla 8).

Peso pulmon fetal gg.2a 88+22 99+1b 86+12
(mg)

Peso pulmon fetal 99 1a 10312 110+2b 95438
(mg)

TABLA 8. Peso del pulmon de fetos hembra (A) y macho (B) inyectados en los dias 19,
20y 21 de gestacion, con LTB.. Los valores representan la media + error estdndar; n= 12
ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p< 0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB, sobre la expresion génica de PPARax en
pulmones de fetos hembra y macho en la gestacion a término.

En el presente estudio se analiz la capacidad del agonista end geno de
PPARq, LTBs4, administrado de forma intrafetal en los d as 19, 20 y 21 de gestaci n,
de regular la expresi n g nica de su propio receptor en pulmones fetales de rata.
Dicha expresi nse analiz eneld a21 de gestaci n.

En los pulmones de fetos hembra se observ que el tratamientro intrafetal con
LTB4 disminuy los niveles de ARN mensajero del receptor PPARa en el grupo
control, respecto de los pulmones fetales del mismo grupo inyectado con veh culo.
En el grupo diab tico este tratamiento in vivo con LTB4 aument la expresi n g nica
de PPARa respecto a los pulmones fetales del mismo grupo inyectados con veh culo
(FIG 28, A).

En los pulmones de fetos macho, no se observ efecto del agonista LTB4 sobre
la expresi n g nica de PPARa ni en el grupo control ni en el grupo diab tico, en
comparaci n con los fetos inyectados con veh culo de los respectivos grupos (FIG

28 B).

132



Resultados

(A)
Pulmones de fetos hembra
1 wvehiculo
3 LTB,
1.5- c
—_ 1
5 a a
g 104 —— —_
% b
< 1
& 0.5-
<
o
o
0.0
Control Diabético
(B)
Pulmones de fetos macho
[ wvehiculo
LTB
1.54 - 4
[
a 1.0 a 2
< — —
& 0.5
<
o
o
0.0
Control Diabético

FIGURA 28. Expresion génica de PPARa en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20 y 21 con LTB;. Los valores
representan la media + error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican

diferencias significativas, p<0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB, sobre la expresion génica de ACO y CPT1
en pulmones de fetos hembra y macho en la gestacion a término.

Con el fin de evaluar el efecto del agonista LTB4 sobre PPARq, y as regular la
expresi n genes blanco de dicho receptor involucrados en el catabolismo oxidativo
de 1 pidos, se analiz la expresi n g nica de ACO y CPT1, en pulmones de fetos
hembra y macho inyectados con LTB4 (0,1 nmoles) o veh culo enlosd as 19,20y 21
de gestaci n, en grupos de ratas sanas y diab ticas.

En los pulmones de fetos hembra, la administraci n de LTB4 no modific
expresi n g nica de ACO ni en el grupo control ni en el grupo diab tico, en
comparaci n con pulmones inyectados con veh culo de los respectivos grupos (FIG
29 A).

En los pulmones de fetos macho, el tratamiento in vivo con LTB4 redujo la
expresi n g nica de ACO en el grupo control respecto a los pulmones de fetos
inyectados con veh culo del mismo grupo (p< 0,01). A su vez, la inyecci n intrafetal
con LTB4 no modific losniveles de ARN mensajero de ACO en los pulmones de fetos

de rata diab tica. (FIG 29 B)
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FIGURA 29. Expresion génica de ACO en pulmones de fetos hembray macho de ratas

sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20 y 21 de gestacion con LTB,. Los

valores representan la media # error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test

estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d)

indican diferencias significativas, p<0,05.

Al analizar la expresi n g nica de CPT1, se encontr que la administraci n

intrafetal de LTB4 redujo los niveles de ARN mensajero de CPT1 en pulmones de

fetos hembra de rata control (p<0,05), mientras que no los modific enlos pulmones

de fetos hembra de rata diab tica, en comparaci n con los pulmones de fetos

inyectados con veh culo de sendos grupos (FIG 30 A).

En los pulmones de fetos macho se observ que el agonista de PPARa

analizado no modific laexpresi ng nicade CPT1 en el grupo control, mientras que

en el grupo diab tico redujo la expresi ng nica de esta enzima (p< 0,01) (FIG 30 B).
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FIGURA 30. Expresion génica de CPT1 en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 de gestacion con LTB. Los
valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican

diferencias significativas, p<0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con LTB; sobre la expresion génica de iNOS en
pulmones de fetos hembra y macho en la gestacion a término.

Dada la alterada producci n de NO en los pulmones de fetos macho y hembra
de rata diab tica que se report anteriormente (Capitulo IV), se propuso estudiar si
la activaci n de PPARq, a trav s de la administraci n intrafetal de un agonista
end geno, el LTBy4, es capaz de regular la expresi n g nica de la iNOS en el pulm n
fetal.

En los pulmones de fetos hembra se observ que el tratamiento in vivo con
LTBs s lo fue capaz de reducir los niveles de ARN mensajero de iNOS en los
pulmones de fetos de rata diab tica, respecto alos pulmones de fetos inyectados con
veh culo del mismo grupo (p< 0,01, FIG 31 A)

Al analizar la expresi n g nica de iNOS en los pulmones de fetos macho, se
observ que la administraci n intrafetal de LTB4 fue capaz de reducir los niveles de
ARN mensajero de iNOS tanto en el grupo control como en el grupo diab tico (p<

0,05, FIG 31 B).
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FIGURA 31. Expresion génica de iNOS en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 de gestacion con LTB. Los
valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test
estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican

diferencias significativas, p<0,05.
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CAPITULO VII

Efecto del tratamiento in vivo con 15dPG]J> agonista
de PPARYy, en pulmones de fetos de rata diabética en
la gestacion a término.

El factor de transcripci n PPARy participa de la diferenciacién y maduracion
pulmonar (Simon y col. 2006, Rehan y Torday 2012) y ejerce funciones adipog nicas
en el pulm nfetalat rmino y el pulm n neonatal, etapas que se caracterizan por el
incremento en el metabolismo lip dico, de vital importancia para la producci n
adecuada del surfactante pulmonar (Chen y col. 1998).

En el cap tulo precedente se observ que la administraci n de un agonista
end geno de PPARaq, el LTBy4, fue incapaz de regular laan mala expresi n g nicade
enzimas limitantes en la oxidaci n de I pidos en pulmones fetales inducida por la
diabetes materna. Adem s, teniendo en cuenta que los niveles de PPARYy también se
encuentran alterados en pulmones fetales de ratas diab ticas, result interesante
evaluar el efecto de la activaci n de este receptor sobre las anomal as pulmonares
observadas. La 15dPG]J; es una prostaglandina derivada del cido araquid nico, que
es agonista de PPARYy y ejerce funciones en diferentes tejidos relacionadas con la
homeostasis lip dica y el control de procesos antiinflamatorios (Scher y Pillinger
2005, Heikkinen y col. 2007). En este sentido, estudios de nuestro laboratorio
mostraron la capacidad de 15dPG]J2, de regular el metabolismo lip dico en placentas
de ratas diab ticas y mujeres diab ticas in vitro (Capobianco y col. 2008, Capobianco
ycol 2013).

En el presente cap tulo se analiz el efecto de la administraci n in vivo de
15dPGJ2, agonistaend geno de PPARy sobre alteraciones pulmonares inducidas por
la diabetes materna. Para ello se sigui el esquema de administraci n intrafetal que

se detall enlasecci n materialesy m todos, en el cual se inyect 15dPGJ; en forma
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subcut nea a los fetos de ratas sanas y diab ticas, los Itimos tres d as de la

gestaci n.

Efecto del tratamiento in vivo con 15dPG]J: sobre parametros plasmdticosy peso
fetal y peso del pulmon de fetos hembra y macho de ratas sanas y diabéticas en
la gestacion a término.

Para evaluar el efecto de la administraci n intrafetal con 15dPGJ2, agonista de
PPARYy, se procedi6 tal como se detall anteriormente en materiales y m todos.
Brevemente, la administraci n de 15dPG]J: se llev a cabo de forma intrafetal, por
inyecciones de 15dPG]J2 2 nmoles o veh culo en forma subcut nea a los fetos en los
d as 19,20y 21 degestaci natrav sdebrevescirug asenlaque se expone el cuerno
izquierdo del tero de la rata. En el d a 21 de gestaci n y luego de 3 horas de la

Itima inyecci n, los fetos fueron explantados, sexados y se determin el peso fetal
y el peso de diversos rganos fetales, se obtuvo el plasma fetal en el cual se
determin la glucemiay la trigliceridemia.

En primer lugar se evalu la acci n de 15dPGJ; administrada de forma
intrafetal sobre par metros metab licos en plasma fetal, y el peso fetal y de diversos

rganos fetales.

El tratamiento intrafetal con 15dPG]J, en fetos hembra y macho no modific la
glucemia, la trigliceridemia ni el peso fetal en el grupo control ni el grupo diab tico
(Tabla 9).

Al analizar el efecto de la administraci n de 15dPG]J. sobre el peso de los
pulmones fetales se observ que este tratamiento redujo el peso del pulm n de fetos
hembra del grupo diab tico, llev ndolo a valores similares al control (p <0,05, Tabla
9 A). En los fetos macho, el tratamiento intrafetal con 15dPG]J2, disminuy el peso
del pulm n fetal de ratas sanas (p< 0,05), sin modificar significativamente el peso
de este rgano en fetos del grupo diab tico respecto a los respectivos grupos

tratados con veh culo (Tabla 9 B)
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Glucemia (mg/dl) 47454 544102 148+10b 157+10b
Trigliceridemia 0,54+0,08¢  0,61+0,06c  0,89+0,07b  0,78+0,05bc
(9/1)

Peso fetal (g) 3,0120,04= 2,980,062  3,40+0,11>  3,49+0,11b

Peso pulmén fetal go5:i26:  92,5:2,1a  985+2,1>  90,8+2,3
(mg)

Glucemia (mg/dl) 4546 52+12a 150126 156£11b
Trigliceridemia 0,55+0,062  0,58+0,052  091+0,09b 0,81+0,07b
(9/1)

Peso fetal (g) 3,12+0,082  2,97+0,10a 3,6£0,04>  3,86+0,10b
Peso pulmén fetal (mg) 100,8+222  91,4+2,9b 111+1,5¢  104,9+4,1ac

TABLA 9. Parametros plasmadticos y pesos fetales y del pulmén de fetos hembra (A) y
macho (B) inyectados en los dias 19, 20 y 21 de gestacién, con 15dPGJ: o vehiculo. Se
evalué el conjunto de plasmas de todos los fetos hembra o todos los fetos macho de cada rata.
Los valores representan la media * error estdndar; n=12 ratas en cada grupo experimental.
Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d)

indican diferencias significativas, p<0,05.

Dada la falta de regulaci n dela expresi n g nica de enzimas limitantes en la
oxidaci n del pidos en pulmones fetales de ratas gestantes diab ticas mediante la
administracién de un agonista de PPARq, en el presente capitulo se analizé el efecto
de la administraci n in vivo de 15dPG]J;, agonista end geno de PPARY sobre dichas

v as de catabolismo lip dico.
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Efecto del tratamiento in vivo con 15dPGJ; sobre la expresion génica de PPARy
en pulmones de fetos hembra y macho en la gestaciéon a término.

En primer lugar se estudi la capacidad del agonista end geno de PPARYy
15dPGJ2, administrado de forma intrafetal en los ltimos tres d as de gestaci n, de
regular la expresi n g nica del propio receptor PPARYy.

Se encontr que en los pulmones de fetos hembra, la administraci n in vivo de
15dPGJ2 no modifica la expresi n g nica de PPARy ni en el grupo control ni en el
grupo diab tico, respecto a los respectivos grupos inyectados con veh culo (FIG 32
A).

En el caso de los pulmones de los fetos machos se encontr que este agonista
de PPARYy, redujo los niveles de ARN mensajero de este receptor, tanto en el grupo
control (p<0,001) como en el grupo diab tico (p<0,01), respecto a los fetos

inyectados con veh culo de sendos grupos (FIG 32 B).
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FIGURA 32. Expresion génica de PPARy en pulmones de fetos hembra (A) y macho
(B) de ratas sanasy diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20 y 21 de la gestacién
con 15dPG]J: o vehiculo. Los valores representan la media + error estdndar, n=8 ratas en
cada grupo experimental Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

Efecto del tratamiento in vivo con 15dPGJ: sobre la expresion génica de ACO
y CPT1 en pulmones de fetos hembra y macho en la gestaciéon a término
Cuando se analiz la expresi ng nicade ACO, se observ que en los pulmones
de fetos hembra, la administraci n del agonista de PPARy, 15dPGJ;, de forma
intrafetal, no modific los alterados niveles de ARN mensajero de esta enzima en el
pulm n fetal de ratas diab ticas (FIG 33 A). Sin embargo, este tratamiento, fue capaz
de incrementar la expresi n g nica de ACO en los pulmones de fetos macho de rata
diab tica, resultando valores similares a los encontrados en el control (p <0,05, FIG

33 B).
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FIGURA 33. Expresion génica de ACO en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanasy diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 de la gestaciéon con 15dPG]J
o vehiculo. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo
experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas

letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

Al analizar la expresi n g nica de CPT1, se observ que la administraci n
intrafetal de 15dPGJ2, de modo similar a lo observado con la expresi n g nica de
ACO, nomodific losalterados niveles de ARN mensajero de CPT1 enlos pulmones
de fetos hembra (FIG 34 A), mientras que increment la baja expresi n g nica de
CPT1 encontrada en los pulmones de fetos macho de rata diab tica (p< 0,05, FIG

34 B).
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FIGURA 34. Expresion génica de CPT1 en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanasy diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 de la gestaciéon con 15dPG]J
o vehiculo. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo
experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas

letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.
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Efecto del tratamiento in vivo con 15dPGJ; sobre la expresion génica de iNOS
en pulmones de fetos hembra y macho en la gestacion a término

Dada la capacidad de PPARYy de regular respuestas anti-inflamatorias en
m ltiples tipos celulares (Scher y Pillinger 2005), y los alterados niveles de NO
encontrados en el pulm n fetal de rata diab tica, fue de inter s evaluar el efecto
de la administraci n in vivo de 15dPG]J2, agonista de PPARy sobre la expresi n
g nica de iNOS.

En los pulmones de fetos hembra, el tratamiento in vivo con 15dPG]J; redujo la
expresi n g nica de iNOS en el grupo control (p< 0,05) respecto a los fetos
inyectados con veh culo del mismo grupo, mientras que no se observaron cambios
en la expresi n g nica de esta enzima en los pulmones de fetos hembra del grupo

diab tico, ni en los pulmones de fetos macho controles ni diab ticos (FIG 35 Ay B).
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(B)
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& & & 8

Control Diabético

FIGURA 35. Expresion génica de iNOS en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanasy diabéticas, tratados in vivo los dias 19, 20y 21 de la gestacién con 15dPG]J
o vehiculo. Los valores representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo
experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas

letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.
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CAPITULO VIII

Efecto de dietas maternas enriquecidas en dcidos

grasos agonistas de PPAR en pulmones de fetos de

rata diabética en la gestacion a término.

Son considerables las evidencias que ponen de manifiesto el rol de los cidos
grasos dietarios sobre el desarrollo embrio-fetal, as como tambi n las
consecuencias del inadecuado aporte materno (Haggarty 2010, Mennitti y col.
2015). Datos experimentales y cl nicos evidencian que el aporte nutricional que
recibe el feto y su metabolizaci n pueden modular el crecimiento, desarrollo y
funci n del pulm n fetal (Moya 2014). Estudios en distintos modelos
experimentales evidenciaron que la suplementaci n dietaria con PUFAS posee
efectos ben ficos ante diversas condiciones patol gicas en pulmones neonatales
(Sosenko y col. 1988, Chao y col. 2003).

Por otra parte, en cap tulos anteriores de esta tesis se evidenciaron
alteraciones pulmonares inducidas por la diabetes materna y hemos encontrado
alteraci n en los niveles de PPAR y particularidades en las respuestas a agonistas
especificos para PPARa y PPARy. Dado que ciertos cidos grasos insaturados son
agonistas de PPAR, se propuso estudiar el efecto de la suplementaci n dietaria a
ratas gestantes con 6% de aceite de oliva o con 6% de aceite de ¢ rtamo, ricos en

cido oleico y cido linoleico respectivamente, sobre par metros afectados por la
diabetes materna vinculados con el metabolismo de los | pidos y la producci n de

NO.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cartamo sobre pardmetros plasmadticos y peso fetal y peso del pulmén
de fetos hembray macho de ratas sanas y diabéticas en la gestacion a término.

Como se mostr en el capitulo IV el tratamiento dietario con dietas
enriquecidas en cidos grasos agonistas de PPAR no modific par metros
plasm ticos maternos y fetales como la glucemia y la trigliceridemia.

Al analizar el peso del pulm n de los fetos de ratas que recibieron las dietas
suplementadas con aceite de oliva y aceite de ¢ rtamo durante toda la gestaci n, se
observ que las dietas evaluadas no modificaron el peso del pulm n fetal en el grupo
control en hembras y en machos. En el grupo diab tico, la suplementaci n con aceite
de c rtamo no modific el peso del pulm n fetal en fetos hembra y macho, mientras
que la dieta suplementada con aceite de oliva fue capaz de reducir el peso del

pulm n fetal tanto en fetos hembras (p<0,05, Tabla 10 A) como en fetos macho

(p<0,01, Tabla 10, B), llev ndolo a valores similares al control.

Peso pulmon fetal 91+1a 90432 91+1a 102+2b 944+3a 102+2b
(mg)
Pesopulmén fetal — 100+2a 9822  95+2a 110£2> 9922 1042P
(mg)

Tabla 10 Efecto de tratamientos dietarios durante toda la gestacién con suplemento
de aceite de oliva o cdrtamo sobre peso del pulmoén de fetos hembra (A) y macho (B) en
el dia 21 de gestacion. Los valores representan la media + error estdndar; n=8 ratas en cada
grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y pos test de Bonferroni, las letras

(a-b) muestran diferencias significativas, p<0,05
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdartamo sobre la concentracion de lipidos en pulmones de fetos
hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

Seanaliz laconcentraci nde diversas especies lip dicas en pulmones de fetos
hembra y macho de ratas sanas o diab ticas alimentadas durante toda la gestaci n
con: a) dieta est ndar, b) dieta suplementada con 6% aceite de oliva, rica en cido
oleico o c) dieta suplementada con aceite de c rtamo, rica en cido linoleico. La
medici n se realiz luego de la extracci n de | pidos del tejido pulmonar fetal y
separaci n por TLC.

En los pulmones de fetos hembra se encontr que el tratamiento dietario en la
rata gestante con aceite de oliva o aceite de ¢ rtamo increment los niveles de
triglic ridos en el grupo diab tico (p< 0,05, FIG 36). A su vez ambos tratamientos
dietarios disminuyeron las concentraciones de colesterol y steres de colesterol en
el grupo diab tico respecto a los pulmones de fetos de ratas diab ticas alimentadas

con dieta est ndar (p< 0,05, FIG36)
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FIGURA 36. Concentraciones de lipidos en pulmones de fetos hembra de ratas sanas y
diabéticas tratadas con alimento suplementado con 6%de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo durante toda la gestacion. Los valores representan la media + error
estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

Al analizar el efecto de las dietas maternas sobre las concentraciones del pidos
en el pulm n de fetos macho se encontr que dichos tratamientos no modificaban
los niveles de triglic ridos, colesterol y steres de colesterol, en el grupo control ni
en el grupo diab tico. El tratamiento dietario con aceite de oliva increment la
concentraci n de fosfol pidos en los pulmones de fetos de rata diab tica, en
comparaci n a los pulmones de fetos del grupo diab tico alimentado con dieta

est ndar (p< 0,05, FIG 37).
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Pulmones de fetos macho
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FIGURA 37. Concentraciones de lipidos en pulmones de fetos macho de ratas sanas y
diabéticas tratadas con alimento suplementado con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo durante toda la gestacion. Los valores representan la media + error
estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cartamo sobre la composicion de dcidos grasos en pulmones de fetos
hembra y macho de ratas sanas y diabéticas en el dia 21 de gestacion.

Al analizar la composici nde cidos grasos de los pulmones de fetos de ratas
sanas y diab ticas que recibieron dietas suplementadas con aceites ricos en cidos
grasos agonistas de PPAR, se observ que en pulmones de fetos de ratas sanas, la
suplementaci n dietaria alas ratas gestantes con aceite de oliva redujo el porcentaje
de cido pentadecanoico y cido marg rico y aument el porcentaje de cido
er cido y cido araquid nico, respecto a los pulmones de fetos de ratas sanas
alimentadas con dieta est ndar (p< 0,05, TABLA 11). En pulmones de fetos de ratas
sanas, la suplementaci n dietaria con aceite de ¢ rtamo condujo a una disminuci n
del porcentaje de cido pentadecanoico y acido marg rico y a un aumento de cido
beh nico, cido er cido, cido linoleico, cido dihomogama linoleico y cido
araquid nico respecto a los pulmones de fetos de ratas controles alimentadas con
dieta est ndar (p< 0,01, TABLA 11)

En los pulmones de los fetos de ratas diab ticas, la suplementaci n dietaria
con 6% de aceite de oliva disminuy el porcentaje de cido er cido e increment
los porcentajes de los cidos grasos insaturados linoleico, dihomogama linoleico y
docosapentanoico, en comparaci n con los pulmones de fetos de ratas diab ticas
alimentadas con dieta est ndar (p< 0,01, Tabla 11). En los fetos de ratas diab ticas
la suplementaci n dietaria a la rata gestante con aceite de ¢ rtamo disminuy el
porcentaje de cido palmitoleico, e increment laproporci ndelos cidosbeh nico,
linoleico, dihomogama linoleico, araquid nico y docosapentanoico (p< 0,01, Tabla

11)
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Tabla 11 Composicion de dcidos grasos en plumones fetales de ratas sanasy diabéticas

.z

alimentadas durante toda la gestacion con dieta suplementada con 6% de aceite de

=6

tdndar. n

oliva o0 6% de aceite de cdrtamo. Los valores representan la media * error es

ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo sobre la expresion génica del transportador de dcidos grasos
(FAT), la sintasa de dcidos grasos (FAS) y el transportador de colesterol ATP-
binding cassette 1 (ABCA1) en pulmones de fetos hembra y macho en la
gestacion a término de ratas sanasy diabéticas.

Dados los efectos de la dietas maternas sobre los niveles de 1 pidos en los
pulmones fetales de ratas, fue de inter sinvestigar cuales pod an ser las v as por las
cuales estos tratamientos dietarios con cidos grasos agonistas de PPAR, podr an
generar los cambios observados en las concentraciones de 1 pidos pulmonares. Es
por ello que se analiz mediante RT-PCR la expresi n g nica de la sintasa de cidos
grasos (FAS), el transportador de cidos grasos (FAT) y el transportador de
colesterol APT-binding cassette 1 (ABCA1), en pulmones de fetos hembra y macho
de ratas sanas y diab ticas que recibieron los tratamientos dietarios con 6% de
aceite de olivay 6% de aceite de ¢ rtamo desde eld a1 al 21 de gestaci n.

Al analizar la expresi n g nica de FAS en pulmones de fetos hembra no se
observaron cambios en el grupo control bajo los tratamientos dietarios, mientras
que en el grupo diab tico el tratamiento dietario a la rata gestante con aceite de oliva
increment los niveles de ARN mensajero de FAS (p< 0,05, FIG 38 A).

En los pulmones de fetos macho, los tratamientos dietarios no modificaron la

expresi n g nica de FAS en el grupo control ni en el grupo diab tico (FIG 38 B).
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FIGURA 38. Expresion génica de FAS en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de
ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacion con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o0 6% de aceite de cdartamo. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico:
ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias

significativas, p<0,05.

Se analizaron los niveles de ARN mensajero del transportador de cidos grasos
FAT yseobserv quetanto en pulmones de fetos hembra como en pulmones de fetos
macho del grupo de ratas diab ticas alimentadas con dieta est ndar presentan una
menor expresi n g nica de FAT respecto al grupo control de ratas alimentadas con
la misma dieta (p< 0,05, FIG 39). En los pulmones de fetos hembra se observ que la
dieta suplementada con aceite de ¢ rtamo fue capaz de incrementar los niveles de
ARN mensajero de FAT tanto en el grupo control como en el grupo diab tico en
comparaci n con los pulmones fetales de los respectivos grupos alimentados con
dieta est ndar (p< 0,05), mientras que la dieta suplementada con aceite de oliva no
modific laexpresi ng nicade FAT en el grupo control ni en el grupo diab tico (FIG
39 A).

En los pulmones de fetos macho se encontr que las dietas suplementadas con
aceite de oliva o aceite de ¢ rtamo no muestran efectos sobre la expresi n g nica de
FAT, respecto alos pulmones de fetos de ratas alimentadas con dieta est ndar de los

respectivos grupos (FIG 39 B).
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FIGURA 39. Expresion génica de FAT en pulmones de fetos hembra y macho de ratas
sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacion con dieta suplementada con
6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdrtamo. Los valores representan la media + error
estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

Al determinar los niveles de ARN mensajero de ABCA1, quien participa del
transporte reverso de colesterol, se observ que la expresi n g nica de dicho
transportador en los pulmones de fetos hembra y macho del grupo diab tico
alimentado con dieta est ndar es similar al grupo control alimentado con la misma
dieta (FIG 40). La suplementaci n dietaria a las ratas gestantes con aceite de oliva 'y
aceite de ¢ rtamo no modific la expresi n g nica de ABCA1 en los pulmones de
fetos hembra del grupo control, pero ambas dietas incrementaron los niveles de
ARN mensajero de ABCA1 en pulmones de fetos hembra del grupo diab tico
respecto a los pulmones fetales de ratas diab ticas alimentadas con alimento
est ndar (p< 0,05, FIG 40 A). En los pulmones de fetos machos las dietas
suplementadas con aceite de oliva y aceite de ¢ rtamo no modificaron los niveles de
ARN mensajero ABCA1 en los pulmones fetales del grupo control ni en el grupo

diab tico (FIG 40 B).
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FIGURA 40. Expresion génica de ABCA1 en pulmones de fetos hembra y macho de ratas
sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacion con dieta suplementada con
6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cdrtamo. Los valores representan la media + error
estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y

post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo sobre la expresion génica de PPARa y PPARy en pulmones de
fetos hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanasy diabéticas.

Las dietas suplementadas con aceite de oliva y aceite de ¢ rtamo, son dietas
enriquecidas en cido oleicoy cido linoleico respectivamente, ambos cidos grasos
agonistas de PPAR. Los resultados hasta aqu mostrados, muestran efectos de estas
dietas sobre el metabolismo lip dico en pulmones fetales. Result de inter sevaluar
el efecto de las dietas sobre la propia expresi n g nica de las isoformas PPARa y
PPARYy, mediante lat cnica de RT- PCR.

Al evaluar los niveles de ARN mensajero de PPARq, se observ que en los
pulmones de fetos hembra, el tratamiento dietario con aceite de c rtamo no
modific la expresi n g nica de este receptor. El tratamiento dietario con aceite de
oliva a la rata gestante disminuy la expresi n g nica de PPARa en los pulmones

fetales del grupo control, yaument laexpresi ng nicade este receptor en el grupo
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diab tico respecto a lo observado en los pulmones fetales de ratas alimentadas con
dieta est ndar del mismo grupo (p< 0,05, FIG 41 A).

En los pulmones de fetos macho, los tratamientos dietarios no modificaron los
niveles de ARN mensajero de PPARa en el grupo control ni en el grupo diabético en
comparaci n con lo observado en los pulmones de fetos de ratas alimentadas con

dieta est ndar de los respectivos grupos (FIG 41 B).
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FIGURA 41. Expresion génica de PPARa en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o0 6% de aceite de cdrtamo. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico:
ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias

significativas, p<0,05.

Al analizar la expresi n g nica de la isoforma PPARy, se encontr que en los
pulmones de fetos hembra la dieta suplementada con aceite de oliva no modific los
niveles de ARN mensajero de este receptor, mientras que la suplementaci n dietaria
con aceite de c rtamo increment laexpresi ng nicade PPARy en pulmones fetales
tanto en el grupo control (p< 0,05) como en el grupo diab tico (p< 0,05) respecto a
los pulmones de fetos de ratas alimentadas con dieta est ndar de los respectivos

grupos (FIG 42 A).
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En los pulmones de fetos macho, los tratamientos dietarios no mostraron
efecto sobre la expresi n g nica de PPARy en el grupo control ni en el grupo

diab tico (FIG 42 B).
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FIGURA 42. Expresion génica de PPARy en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B)
de ratas sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta
suplementada con 6% de aceite de oliva o0 6% de aceite de cdrtamo. Los valores
representan la media * error estdndar, n=8 ratas en cada grupo experimental. Test estadistico:

ANOVA de dos factores y post-test de Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias

significativas, p<0,05.
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Efecto de dietas maternas suplementadas con 6% de aceite de oliva o 6% de
aceite de cdrtamo sobre la produccion de NO y lipoperéxidos en pulmones de
fetos hembra y macho en la gestacion a término de ratas sanas y diabéticas.

Como se ha mencionado anteriormente los receptores PPAR est n
involucrados en m ltiples mecanismos anti-inflamatorios y anti-oxidantes en
distintos tejidos fetales. En la gestaci n diab tica de rataat rmino, como se mostr
anteriormente en el Capitulo IV, hay una elevada producci n de NO y lipoper xidos
en el pulm nfetal, ylaadministraci nintrafetal de un agonistaend geno de PPARaq,
LTBy4, fue capaz de reducir la expresi ng nica de la enzima iNOS (Capitulo V). Es por
esto que result de inter s evaluar si el tratamiento dietario a ratas gestantes con
dietas ricas en cidos grasos agonistas de PPAR, tienen la capacidad de modular la
producci n de NO en pulmones fetalesen el d a 21 de gestaci n.

Al evaluar la producci nde NO, mediante el dosaje de sus metabolitos estables,
los nitratos-nitritos, se encontr que tanto en pulmones de fetos hembra como en
pulmones de fetos macho los tratamientos dietarios no condujeron a cambios en la
producci n de NO en el grupo control. En el grupo diab tico se observ que el
tratamiento dietario con aceite de ¢ rtamo no tuvo efecto sobre la producci n de
NO, pero s se encontr una disminuci n de ste en los pulmones fetales de ratas

diab ticas alimentadas con dieta suplementada con aceite de oliva (p< 0,05, FIG 43)
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FIGURA 43. Produccion de NO en pulmones de fetos hembra (A) y macho (B) de ratas
sanas y diabéticas alimentadas durante toda la gestacién con dieta suplementada con
6% de aceite de oliva 0 6% de aceite de cartamo. Niveles de nitratos/nitritos, metabolitos
estables del NO en pulmones fetales. Los valores representan la media # error estdndar, n=8
ratas en cada grupo experimental. Test estadistico: ANOVA de dos factores y post-test de

Bonferroni. Las distintas letras (a-d) indican diferencias significativas, p<0,05.

162



Discusion

Discusion

Las recientes estimaciones evidencian una creciente tendencia de padecer
diabetes en personas cadavezm sj venes. De continuar los patrones demogr ficos
actuales, casi 600 millones de personas estar n afectadas por esta patolog a en una
generaci n. El r pido crecimiento de esta pandemia no s lo se evidencia en el
n mero creciente de personas con diabetes, sino tambi n el creciente n mero de
muertes prematuras debidas a esta enfermedad. La diabetes es sus distintas formas
impone altos costos humanos, sociales y econ micos en todos los pases y en
individuos de todos los niveles de ingresos. Recientes an lisis estad sticos indican el
continuo aumento del n mero de mujeres que cursan sus embarazos con niveles
elevados de glucemia de ayunas en alg n momento de la gestaci n, condici n que se
estima que afect am s de 21 millones de nacidos vivos en el 2013.

Ladiabetes representa una complicaci ndelagestaci n,consider ndose estos
casos como embarazos de riesgo. En efecto, la diabetes materna se asocia a elevados

ndices de aborto espont neo, malformaciones cong nitas, disfunci n placentaria,
morbilidad-mortalidad materna y neonatal y alteraci n de la programaci n
intrauterina contribuyendo alainducci n de anomal as metab licas, enfermedades
cardiovasculares e hipertensi n en la vida adulta del neonato (Eriksson 2009,
Durnwald y Landon 2013, McCance 2015).

Son m ltiples las alteraciones que induce la diabetes materna sobre el feto, y
en particular sobre los diferentes rganos fetales, contribuyendo a su an malo
desarrollo y funci n. A n se desconocen muchas de las v as que llevan a dichas
alteraciones y es aqu donde cobra relevancia el estudio del efecto de la diabetes
materna sobre el desarrollo fetal y la identificaci n de posibles estrategias que
prevengan o minimicen el impacto de esta patolog a sobre el feto, en particular
sobre rganos claves como el coraz ny el pulm n fetal.

Modelos experimentales de diabetes han permitido el estudio de mecanismos
que subyacen a las alteraciones placentarias y embrio-fetales inducidas por la
diabetes. (Jawerbaum y White 2010). En este trabajo de tesis se utiliz un modelo
de diabetes moderada en rata obtenido por la administraci n neonatal de

estreptozotocina (Portha y col 1979), que ya ha sido caracterizado en la gestaci n
163



Discusion

por diversos trabajos de nuestro grupo y por otros autores (Jawerbaum y Gonzalez
2005, Martinez y col. 2008, Kiss y col. 2009, White y col. 2010, Martinez y col. 2011b,
Capobianco y col. 2012).

Las ratas gestantes en este modelo experimental de diabetes poseen niveles
moderadamente elevados de glucemia, trigliceridemia y colesterolemia, tal como se
reportara previamente (Capobianco y col. 2008b). Estas caracter sticas se asemejan
a las caracter sticas que poseen algunas pacientes gestantes diab ticas, a n bajo
supervisi n m dica dada la dificultad de lograr un control metab lico ptimo
(Balsells y col. 2009, Ferriols y col. 2015).

Tal como se describe para este modelo experimental, las ratas diab ticas
presentan una deficiente funci n pancre tica como consecuencia de la destrucci n
y posterior regeneraci n parcial del p ncreas en la etapa neonatal, que se evidencia
en la adultez como reducida insulinemia en comparaci n a ratas sanas (Portha y col.
1979). En forma semejante, en las ratas gestantes hemos evidenciado menores
niveles de insulina circulante.

Durante la gestaci n diab tica, los incrementados sustratos metab licos en
circulaci n materna son transferidos desde la madre al feto a trav s de la placenta
(Herreray col 1985, Herreray col. 2006). En este sentido se pudo evidenciar que en
forma paralela alos elevados niveles de glucemia y trigliceridemia materna, los fetos
de ratas diab ticas presentan incrementados niveles de glucosa y triglic ridos
plasm ticos. Cabe destacar tambi n que el crecimiento fetal se sustenta con los
nutrientes que son transferidos desde la circulaci n materna y que la elevada
transferencia de hidratos de carbono y | pidos conduce a un estado anab lico fetal
que puede manifestarse en el feto como macrosom a (Jansson y col. 2006, Schaefer-
Grafy col 2008). En modelos experimentales de diabetes en la gestaci n,adem sde
evidenciar macrosom a fetal tambi n se evidenci organomegalia (Martinez y col.
2011b, White y col. 2015). En este trabajo de tesis, tal como se esperaba de acuerdo
alos antecedentes mencionados, se encontr mayor peso fetal en el grupo diab tico
respecto al control. Al mismo tiempo y de forma interesante se evidenci mayor
peso del coraz n y el pulm n fetal. Resultados similares fueron reportados
previamente por Lawrence y colaboradores en un modelo gen tico de diabetes en
ratones, en el que evidencia fetos con fenotipo macros mico y mayor peso del
pulm n fetal (Lawrence y col 1989). Menezes y colaboradores evidenciaron

tambi n incremento en el peso fetal de ratas diab ticas (Menezesy col. 2001). Estos
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hallazgos se evidencian en modelos experimentales de diabetes moderada en la
pre ez, conoci ndose que modelos experimentales m s severos conducen a la
restricci n de crecimiento fetal, y que en la mujer diab tica tambi n se evidencia
mayor riesgo de macrosom a, pero tambi n de microsom a fetal, esta Itima
asociada al adverso pron stico y pobre control metab lico (Jawerbaum y White

2010, Lappas y col. 2011, McCance 2015).

El coraz n fetal es un rgano que es afectado por la diabetes materna,
encontr ndose mayores ndices de malformaciones card acas, alteraciones
estructurales y defectos funcionales del coraz n (Corrigan y col 2009, Zielinsky y
Piccoli 2012, Pauliks 2015), quedando a n por dilucidar muchos de los mecanismos
y las v as involucradas en la patog nesis card aca fetal.

Durante la gestaci n diab tica la transferencia en exceso de sustratos
metab licos hacia el feto tambi n se pone de manifiesto en laacumulaci ndel pidos
a nivel placentario y en el h gado del feto (Capobianco y col. 2008b, Martinez y col.
2011Db). El presente estudio del metabolismo lip dico en el coraz n fetal de ratas
diab ticas en la gestaci n a t rmino, muestra la existencia de importantes
alteraciones en la homeostasis lip dica.

Dado que se conoce que en el metabolismo de | pidos m lItiples regulaciones
son dependientes del sexo y que la prevalencia de enfermedades cardiovasculares
es distinta de acuerdo al sexo (Kautzky-Willer y Handisurya 2009, Benz y col. 2012,
Oosthuyse y Bosch 2012), se analiz por separado los efectos de la diabetes materna
sobre fetos hembra y macho a fin de discernir y dilucidar diferencias entre ambos
sexos en el impacto de la diabetes materna sobre el feto y los posibles efectos de
intervenciones experimentales. Se evidenci tanto en corazones de fetos hembra
como de fetos macho de ratas diab ticas sobreacumulaci n lip dica. En el grupo
diab tico, los corazones de fetos hembra evidencian incrementados niveles de
fosfol pidos, colesterol y triglic ridosy los corazones de fetos macho incrementados
niveles de fosfol pidos, colesterol, triglic ridosy steres de colesterol. Este exceso
de I pidos podr a condicionar la estructura y funci n del coraz n, tal como ocurre
en animales obesos adultos donde la acumulaci n de I pidos en el coraz n est
asociada a hipertrofia ventricular izquierda, esteatosis mioc rdicay cardiomiopat a

(Menezes y col. 2001).
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El aumento de la concentraci n de diversas especies lip dicas en corazones de
fetos de ratas diab ticas suscit el an lisis de v as de metabolizaci n del pidos, que
pudieran conducir a esta sobreacumulaci nlip dicay se encontr que los niveles de
ARN mensajero de las enzimas limitantes de la vas de la oxidaci n lip dica
mitocondrial y peroxisomal, CPT1 y ACO respectivamente, se encuentran
disminuidos en corazones de fetos macho de ratas diab ticas, mientras que s lo la
expresi ng nicade CPT1 se encontr disminuida en los corazones de fetos hembra.
Tambi n los resultados encontrados por Lindegaard y colaboradores en un modelo
gen tico de diabetes en rat n muestran una disminuci n en la expresi n de
diferentes enzimas/transportadores involucradas en el metabolismo lip dico en
corazones fetales at rmino (Lindegaard y Nielsen 2008).

En forma paralela, y en vinculaci n al exceso de nutrientes y su an mala
metabolizaci n, se genera a nivel intrauterino un entorno pro-oxidante y pro-
inflamatorio el cual dificulta el normal desarrollo placentario y fetal (Jawerbaum y
Gonzalez 2006, Lappas y col. 2011). Estudios previos de nuestro laboratorio
identificaron marcadores pro-inflamatorios y pro-oxidantes en placenta e h gado
fetal at rmino (Martinez y col. 2011a, Martinez y col. 2011b).

En corazones adultos la diabetes genera un estado de estr s oxidativo, que se
relaciona con alteraciones del metabolismo energ tico, estr s en el ret culo
endopl smico y apoptosis (Liy col. 2007, Palomer y col. 2013) y se han encontrado
marcadores de estr s oxidativo y nitrativo que se asocian con diversas
manifestaciones de la cardiomiopat a diab tica, como la disfunci n ventricular,
fibrosis y falla card aca, estableciendo una relaci n causal entre exceso de especies
reactivas del ox geno y del nitr geno y la cardiomiopat a diab tica (Kayama y col
2015, Varga y col. 2015). En el presente trabajo, en el cual hemos estudiado el
metabolismo lip dico en el coraz n fetal, ha sido de inter s evaluar el da o
producido por las especies reactivas del ox geno a los 1 pidos, reflejado por los
niveles de peroxidaci n lip dica y hemos encontrado de forma novedosa elevados
niveles de lipoper xidos en corazones de fetos machos de ratas diab ticas, sin
observarse diferencias en los corazones de fetos hembra.

Asociado al estr s oxidativo propio de la patolog a diab tica, el coraz n adulto
experimenta un estado de inflamaci n cr nica, proceso inducido por citoquinas y
mediadores infamatorios, que pueden contribuir tambi n a la patog nesis

cardiovascular en la diabetes (Varga y col. 2015). El factor NF-xB ha sido implicado
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como mediador clave del proceso inflamatorio en la cardiomiopat a diab tica siendo
uno de los principales reguladores de la expresi n de varios genes pro-
inflamatorios, entre ellos iNOS, genes pro-fibr ticosy genes vinculados al desarrollo
de la hipertrofia card aca en la diabetes (Lorenzo y col. 2011). La sobreproducci n
de NO es un marcador de procesos inflamatorios que en presencia de estr s
oxidativo conduce a la formaci n de peroxinitritos, capaces de inducir da o a
diferentes rganos, incluido el coraz n (Mungrue y col. 2002, Lappas y col. 2011).
Nosinteres en este estudio evaluarla producci nde NO enlos rganos fetales
en estudio, sabiendo que el NO tiene una participaci n importante en la gestaci n
como morf geno y que sus concentraciones deben estar finamente reguladas. Tal es
as que el NO posee efectos teratog nicos tanto por defecto como por exceso. En el
desarrollo del sistema cardiovascular el NO est involucrado en la cardiomiog nesis
(Bloch y col 1999) y en la angiog nesis del coraz n (Zhao y col. 2002) Trabajos
previos de nuestro laboratorio hallaron elevada producci n de NO en embriones de
ratas diab ticas en el per odo de organog nesis temprana (Jawerbaum y col 2005),
as como tambi n incrementada expresi n de NOS en laregi n card aca fetal en el
per odo de post-placentaci n en la gestaci n diab tica (Pustovrh y col. 2007).
Result de inter s entonces evaluar la producci n de NO a trav s del dosaje de sus
metabolitos estables, los nitratos/nitritos y la expresi n g nica de la enzima iNOS
en corazones fetales de ratas diab ticas, evidenci ndose un incremento de la
producci n de NO tanto en corazones de fetos hembra como de fetos macho, sin
observarse cambios en la expresi n g nica de la enzima iNOS. El incremento de la
producci n de NO sin cambios significativos en la expresi n g nica de iNOS, podr a
deberse a regulaci n post-traduccional de esta enzima, ya que se han descripto
diversos mecanismos de regulaci n que explicar an diferentes niveles de actividad,
incluso en diferentes condiciones fisiopatol gicas (Lee y col. 2003, Hausel y col
2006). Los resultados de este trabajo de tesis ponen de manifiesto el estado pro-
oxidante y pro-inflamatorio inducido por la diabetes materna y que se evidencia en

el coraz nde fetosat rmino de ambos sexos.

Estos hallazgos indican que la diabetes materna induce profundas anomal as
en la homeostasis lip dica y evidencian marcadores de estr s oxidativo y nitrativo
en corazones fetales, suscitando el inter s en el estudio de los posibles mecanismos

que regulen dichos procesos.
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Los receptores nucleares activados por proliferadores peroxisomales son
factores de transcripci n que regulan la expresi n g nica de genes blanco
vinculados con v as claves del metabolismo de | pidos e hidratos de carbono y con
procesos anti-inflamatorios, de crecimiento y de diferenciaci n celular (Lefebvre y
col. 2006, Bensinger y Tontonoz 2008, Wahli y Michalik 2012).

Numerosos trabajos de nuestro laboratorio han descripto la participaci n de
los receptores PPAR en la regulaci n de anomal as placentarias y embrio-fetales
inducidas por la diabetes materna (Capobianco y col. 2005, Capobianco y col. 2008b,
Martinez y col. 2008, Jawerbaum y Capobianco 2011, Martinez y col. 2011b).

Debido a la relevancia de las complicaciones inducidas por la patologia diabética
durante la gestacion y a laimplicancia que ellas tienen sobre el normal desarrollo fetal,
y sabiendo que los PPAR regulan mecanismos que se encuentran alterados en esta
patologia, ha sido de interés relacionar la actividad de los receptores nucleares PPAR«
y PPARYy con el metabolismo lipidico y nitridérgico en los érganos fetales en estudio de

la rata gestante a término.

En el feto en desarrollo PPARa y PPARy comienzan a expresarse en el periodo
de post-placentaci n y la distribuci n tisular de los distintos isotipos de PPAR en
fetos de rata es similar a la encontrada en tejidos adultos (Braissant y Wahli 1998).

Al estudiar el coraz nfetal en el presente trabajo de tesis, de forma interesante
se evidencia disminucién de la expresion génica de PPARa y PPARYy en corazones de
fetos macho de ratas diabéticas, mientras que la expresion génica de PPARa y PPARy
no se encontr alterada en los corazones de fetos hembra del grupo diab tico.
Lindegaard y colaboradores estudiando corazones de fetos de ratones sin sexar
reportaron una disminuciéon de la expresiéon de PPARa en un modelo genético de
diabetes (Lindegaard y Nielsen 2008).

Cabe mencionar que PPARa regula el metabolismo lipidico en corazones
neonatales y adultos (Finck 2007). En la adultez PPARa cumple importantes roles
en el coraz n participando en laregulaci n del metabolismo energ tico y ejerciendo
funciones anti-inflamatorias, y su an mala expresi n est vinculada con la
fisiopatolog a de diversas enfermedades cardiovasculares (Finck 2007, Yang y Li

2007, Lee y Kim 2015). Ratones nulos para el gen de PPARa evidenciaron en el
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coraz n adulto un cambio compensatorio de utilizaci n de sustratos energ ticos de
cidos grasos a glucosa y lactato, que es incapaz de generar los niveles de ATP
necesarios, conduciendo a falla contr ctil del coraz n, evidenciando de esta manera
que la menor capacidad de utilizaci n de cidos grasos libres asociada al d ficit de
PPARa conduciria a un deterioro progresivo de la funci n card aca (Luptak y col.
2005). Tambi n se ha descripto laimportancia de PPARa en la regulacion energética
y el cambio de utilizaci n de sustratos metab licos del coraz n neonatal en la
transici n alavida extrauterina (Steinmetz y col. 2005, Buroker y col. 2008).

Por otro lado, la participacion del receptor PPARy en la homeostasis lip dica
del coraz n del adulto ha sido discutida. Luo y colaboradores reportaron que
corazones de raton con cardiomiocitos nulos para el gen de PPARYy presentaban
menores niveles de prote nas claves para la incorporaci n y oxidaci n de cidos
grasos, resultando en una menor utilizaci n de cidos grasos por parte del
miocardio y una an mala funci n contr ctil del coraz n, exhibiendo hipertrofia y
falla card aca, sugiriendo que este receptor ser a de relevancia en la utilizaci n de

cidos grasos en el coraz n adulto (Luo y col. 2010). Otros trabajos en
contraposici n alo observado por el grupo de Luo, muestran poca participaci n del
receptor PPARy sobre la regulacion transcripcional de enzimas del catabolismo
lip dico en el coraz n, siendo de m srelevancia en este proceso las otras isoformas
PPAR (Gilde y col. 2003).

La alteraci nenlavadelos PPAR inducida en el coraz n fetal por la diabetes
materna podr a afectar la homeostasis lip dica, a trav s de la disminuci n de la
regulaci n transcripcional de genes involucrados en el catabolismo de los | pidos,
pudiendo dar lugar a la sobreacumulaci n lip dica observada en corazones fetales
de ratas diab ticas. A su vez, las relevantes funciones extra-metab licas
relacionadas con el control del estado pro-infamatorio y pro-oxidante de PPARa y
PPARy también podrian estar siendo afectadas por la diabetes materna,
conduciendo a la sobreproducci n de NO y a los elevados niveles de lipoper xidos
encontrados en los corazones fetales de ratas diab ticas.

Cabe resaltar que la mayor a de alteraciones encontradas en el coraz n fetal
de ratas diab ticas son dependientes del sexo. De acuerdo a los resultados hallados,
y en rasgos generales, el coraz n de fetos machos se encuentra particularmente
afectado por la diabetes materna, presentando menor expresi n g nica de PPARay

PPARYy, sobreacumulacion lipidica, elevada produccion de NO y elevados niveles de
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lipoper xidos. Como se mencion anteriormente el metabolismo de los1 pidos se ve
influenciado por las hormonas sexuales. A la vez, la v a de se alizaci n de los PPAR
tambi n es dependiente del sexo, dados los efectos de los estr genos y los
andr genos sobre la expresi n de los PPAR y el uso com n de coactivadores por
diferentes receptores nucleares (Collett y col. 2000, Yoon 2009, Benz y col. 2012).
Ratones nulos para el gen de PPARa exhibieron importante dimorfismo sexual en
cuanto a par metros metab licos (Costet y col. 1998, Liy col. 2003) y el bloqueo de
la B-oxidaci n mitocondrial llev alaletalidad de 100% de los machos mientras que
s loel 25% de las hembras murieron. Adem sla mortalidad de los machos se redujo
con el pre-tratamiento con estradiol, lo cual confirma el entrecruzamiento delasv as
de sefializacién de PPARa y estrégenos (Djouadi y col. 1998). En el mismo sentido
diferentes respuestas han sido encontradas en h gado y tejido adiposo de animales
adultos para las vias de PPARa y PPARYy respectivamente, en las cuales se
evidenciaron regulaciones diferenciales entre machos y hembras en cuanto a
metabolismo lip dico (Morise y col. 2009, Sato y col. 2014).

PPARa cumple importantes funciones en la homeostasis lipidica de tejidos
metab licamente activos como el coraz n adulto y diversas v as metab licas y anti-
inflamatorias son reguladas por ligandos de este receptor en el sistema
cardiovascular, a trav s de mecanismos de transactivaci n y transrepresi n
(Lefebvre y col. 2006, Wahli y Michalik 2012). Teniendo en cuenta que en el coraz n
fetal de rata diab tica,adem s delareducci ndelaexpresi ng nica de PPARaq, los
ligandos end genos de este receptor nuclear podr an estar reducidos, no solo por la
lipoperoxidaci n, que afecta mayormente a los PUFAS, sino tambi n por la
deficiencia de las enzimas desaturasas, que son insulino dependientes (Brenner
2003), fue de interés evaluar los efectos de activacion de PPARa por medio de la
administraci n fetal del agonista end geno LTB4. El LTB4 es un mediador lip dico
que cumple un importante papel en la respuesta inflamatoria y que es capaz de
actuar como ligando endégeno de PPAR«a (Lin y col. 1999). Utilizando el modelo
experimental de diabetes ya caracterizado en la gestaci n a t rmino, donde se
evidencia macrosom a y organomegalia (Martinez y col. 2011b, White y col. 2015),
seinyect enforma subcut nea, mediante procedimiento quir rgicoyatrav sdela
pared uterina, al feto en los d as 19,20 y 21 de pre ez, veh culo o LTB4, estudiando
alfetoeneld a21 de pre ez. El tratamiento fetal con LTB4 no modific par metros

plasm ticos como la glucemia y la trigliceridemia en fetos provenientes de los
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animales sanos o diab ticos. De forma interesante se encontr quelaadministraci n
fetal del agonista endogeno de PPARa LTBy, fue capaz de incrementar la expresi n
g nica del propio receptor PPAR«a tanto en corazones de fetos hembra como de fetos
macho en el grupo control y en el grupo diab tico. Cabe destacar la capacidad de
este agonista de reestablecer a valores control la expresi n g nica de PPARa en los
corazones de fetos macho en donde la diabetes induc a la disminuci n de su
expresi n. Al analizar el efecto de la administraci n fetal de LTB4 sobre la expresi n
g nicade ACO y CPT1 en corazones fetales, se observ que acompa ando ala mayor
expresion génica de PPARaq, el LTB4 increment los niveles de ARN mensajero de
ambas enzimas limitantes en la oxidaci n del pidos en corazones de fetos machos,
donde se encontraban disminuidas en el grupo diab tico, si bien solo regul la
expresi n g nica de ACO en hembras. Resultados previos de nuestro laboratorio
mostraron que la activacion de PPARa con clofibrato o LTB4 en ensayos in vitro y la
administraci n fetal del agonista end geno LTBs regulan anomal as del
metabolismo lip dico en h gados fetales de ratas diab ticas a t rmino (Martinez y
col. 2011b).

De esta forma, la activacion fetal de PPARa evidencia en el corazén fetal de
ratas diab ticas, la capacidad de amplificar la va de se alizaci n del propio
receptor. En el mismo sentido varios trabajos muestran a trav s de diversos
abordajes que la activacion de PPARa lleva a un incremento en la expresion de
prote nas involucradas en el metabolismo de los | pidos y los carbohidratos y a su
vez aumenta la tasa de oxidaci n lip dica en tejidos y c¢ lulas card acas murinas
(Gilde y col. 2003, Burkart y col. 2007). También, la activacién de PPARa en
corazones adultos de rata con el agonista farmacol gico clofibrato, muestra cambios
en la composici n de cidos grasos, con posibles efectos cardioprotectores (Tian y
col. 2006).

El abordaje experimental in vivo a trav s de las inyecciones intrafetales de
LTB4 result una valiosa herramienta que permiti la evaluaci n de ciertos
parametros regulados por PPARa, limitados por el escaso material biol gico
disponible, que no nos permiti la evaluaci n de otros par metros que contribuyan
a comprender de manera m s completa los efectos de la activaci n del receptor
PPARaq, como los niveles de lipidos, produccion de NO y lipoperoxidos. Es por ello

que se continu el trabajo abordando el efecto de agonistas dietarios de los PPAR.
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Sabemos que la diabetes materna afecta el feto y en particular su coraz n,
debido en parte, al desbalance materno de metabolitos circulantes, que se
transfieren al feto conduciendo alaacumulaci ndel pidosenel coraz n, entre otros

rganos, y a la inducci n de estado pro-oxidante y pro-inflamatorio. Este estado
puede alterar la funcionalidad o disponibilidad de biomol culas claves para el
desarrollo, tal es el caso de los | pidos bioactivos. Los cidos grasos poliinsaturados
cumplen importantes funciones en el desarrollo embrio-fetal, no s lo como fuente
de energ a, sino tambi n para mantener la fluidez, permeabilidad y constituci n de
las membranas y como mol culas se al y precursores de biol pidos activos tales
como prostaglandinas y leucotrienos (Haggarty 2010).

Los cidos grasos esenciales son cidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 que
no pueden ser sintetizados por la madre ni por el feto, a partir de los cuales se
sintetizan los cidos grasos de cadena larga (LC-PUFAS). LC-PUFAS de la familia n-6
m s importantes, derivados del linoleico (18:2 n-6, LA), son el cido dihomo-y-
linoleico (20:3 n-6) y el cido araquid nico (20:4 n-6), mientras que los LC-PUFAS
de la familia n-3 de relevancia, derivados del a-linol nico (18:3 n-3, ALA), son el

cido eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y el cido docosahexaenoico (22:6 n-3,
DHA) (Burdge y Calder 2015).

La deficiencia de cidos grasos est estrechamente relacionada con la
inducci n de malformaciones cong nitas y alteraciones del desarrollo visual y
nervioso (Innis 2007, Demmelmair y Koletzko 2015),as como tambi n incrementar
el riesgo de desarrollar enfermedades en la adultez como des rdenes metab licosy
cardiovasculares (Korotkova y col. 2005).

Estudios sobre el transporte de cidos grasos evidenciaron que tanto los

cidos grasos poliinsaturados como los cidos grasos monoinsaturados
provenientes de la dieta materna son transportados de forma facilitada a trav s de
la placenta y sus concentraciones en plasma fetal, a diferencia de lo que se observa
con los cidos grasos saturados, se incrementan en forma lineal con sus
concentraciones en plasma materno (Amusquivar y Herrera 2003, Haggarty 2010,
Gil-Sanchez y col 2012). Estudios realizados en ratas gestantes tratadas con 10% de
aceite de oliva han mostrado incrementos en los niveles plasm ticos de cido
araquid nico, precursor de prostaglandinas y leucotrienos (Amusquivar y Herrera

2003).
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En pacientes gestantes con diabetes tipo 1, tipo 2 y gestacional se ha observado
deficiencia de PUFAS en sangre de cord n (Min y col 2005, Thomas y col. 2005,
Ortega-Senovilla y col. 2008) y a su vez, en placentas y fetos de rata afectados por la
diabetes materna, se ha observado una disminuci n de diferentes eicosanoides
(Jawerbaum y Gonzalez 2006), lo cual podr a estar vinculado con una disminuci n
en la actividad A-5 y A-6 desaturasas, enzimas que convierten el cido linoleico en

cido araquid nico, y que se encuentran alteradas en la patolog a diab tica ya que
su expresi n es dependiente de la insulina (Brenner 2003).

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo evidenciaron alteraciones en el
metabolismo lip dico y la producci n de eicosanoides en la placenta, (White y col.
2002, Jawerbaum y Gonzalez 2005), en embriones en per odo de organog nesis
temprana (Higa y col. 2007) y en el desarrollo fetal (Capobianco y col. 2008a,
Martinez y col. 2008).

Diversos trabajos evidenciaron efectos ben ficos de la suplementaci n
dietaria materna con antioxidantes, cidos grasos monoinsaturadosy PUFAS, en el
per odo de organog nesis temprana, reduciendo la tasa de malformaciones
embrionarias, el an malo metabolismo del cido araquid nico y la sobreproducci n
de NO inducidos por la diabetes materna (Reece y col. 2006, Higa y col. 2010). Por
otro lado, la suplementaci n dietaria con PUFAS n-3 mostr efectos ben ficos sobre
el fenotipo macros mico y en el estatus oxidante encontrado en la descendencia de
ratas diab ticas y evidenci adem s capacidad hipolipemiante (Makni y col. 2011,
Guermouche y col. 2014, Yessoufou y col. 2015).

Por otro lado, cabe destacar el papel que cumplen ciertos cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados como agonistas de los receptores PPAR, que son
capaces de activar a estos receptores a concentraciones nanomolares (Hihi y col
2002, Bordoni y col. 2006).

Trabajos previos de nuestro laboratorio evidenciaron la capacidad de dietas
suplementadas con cidos grasos agonistas de los PPAR de prevenir parcialmente la
embriopat a inducida por la diabetes a trav s de la regulaci n de la va de
se alizaci n delos PPAR que ejercen efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Higa
y col. 2014). Se evidenciaron tambi n los efectos ben ficos de dietas ricas en cido
oleico (n-9) o cido linoleico (n-6), agonistas de PPAR, al regular el metabolismo
lip dico y ejercer efectos antiinflamatorios en placentas de ratas diab ticaseneld a

13,5 de gestaci n, as como tambi n prevenir las anomal as en los niveles de la
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15dPGJ2 y la s ntesis y acumulaci n de 1 pidos en fetos a mediados de la gestaci n
(Capobianco y col. 2008a, Capobianco y col. 2008b, Martinez y col. 2012).

En este trabajo de tesis fue de inter sevaluar el efecto de dietasricas en cidos
grasos agonistas de PPAR sobre las anomal as en el coraz n fetal inducidas por la
diabetes materna. Se estudi en este trabajo ¢ mo cambios en la composici n de

cidos grasos dietarios a trav s de la suplementaci n con aceites ricos en cidos
grasos agonistas de PPAR, pueden modular el metabolismo lip dico y nitrid rgico en
el coraz n fetal. Para ello las ratas gestantes sanas y diab ticas recibieron durante
todala gestaci n dieta est ndar o con suplemento del 6% de aceite de oliva o aceite
de c rtamo. Las dietas suministradas poseen un contenido graso final (11%) que
est dentro de los par metros normales. Si bien el cido linoleico de mayor
abundancia en el aceite de ¢ rtamo y su derivado cido araquid nico activan los tres
isotipos de PPAR, estudios de activaci n g nica con gen reportero evidencian que
tambi n el cido oleico, presente en abundancia en el aceite de oliva activa los tres
isotipos de PPAR, aunque uni ndose con menor afinidad que los cidos grasos
poliinsaturados (Forman y col. 1997).

Evidenciamos que las dietas no modificaron par metros plasm ticos maternos
ni fetales como glucemia y la trigliceridemia y al analizar los niveles de 1 pidos en los
corazones fetales, se encontr que los tratamientos dietarios no generaron cambios
sustanciales en las especies lip dicas evaluadas. A diferencia de lo observado tras la
activaci ninvivo de PPARa por su agonista endégeno LTBy4, las dietas suministradas
no modificaron los reducidos niveles de ACO y CPT1 encontrados en los corazones
de fetos hembra y machos en el grupo diab tico. Un hallazgo de inter s fue que el
tratamiento dietario con cidos grasosagonistas de PPAR, al igual que el tratamiento
in vivo con LTB4, increment en el coraz n de fetos macho los niveles de mensajero
del receptor PPARq, estimulando la via de este receptor en el corazdn fetal.

Estos resultados evidencian que los tratamientos dietarios con cidos grasos
agonistas de PPAR no estimulan el catabolismo lip dico en el coraz n fetal ni afectan
la expresi n g nica de enzimas limitantes del catabolismo de | pidos como ACO y
CPT1. Dado que la activaci n fetal con LTB4, agonista de PPARa, conduce a un
aumento en la expresi n g nica de ACO y CPT1 en corazones fetales de ratas
diab ticas, evidenciamos que los efectos encontrados a partir de los tratamientos
dietarios o delainyecci ninvivo conun agonistaespec fico de PPARa desencadenan

diferentes respuestas en el coraz n fetal de ratas diab ticas. Esto podr a deberse a
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m ltiples factores, incluyendo la forma de acceso del ligando (intrafetal o por dieta
materna, es decir, a trav s de la placenta) y a los cambios conformacionales
diferentes que ocurren en los PPAR en presencia de diferentes ligandos y que
pueden conducir a diferentes respuestas biol gicas (Hostetler y col. 2005, Gregoire
ycol 2009).

Dada la importancia de las funciones relacionadas con el control de procesos
pro-inflamatorios y pro-oxidantes que poseen los receptores PPAR tambi n se
evalu la lipoperoxidaci ny la producci n de NO en los corazones fetales de ratas
diab ticas sujetas a los distintos tratamientos dietarios, y, de forma novedosa, se
observ que la dieta suplementada con aceite de oliva pudo prevenir el aumento de
lipoper xidos evidente en los corazones de fetos macho de ratas diab ticas. En
cuanto a la producci n de NO ambos tratamientos dietarios redujeron la
sobreproducci n de NO en corazones de fetos macho del grupo diab tico, aunque
s lo el tratamiento dietario con aceite de c rtamo tuvo efecto en los corazones de
fetos hembra. Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado la
importancia de la sobreproducci n de NO en la patog nesis embrio-fetal inducida
por la diabetes materna (Jawerbaum y Gonzalez 2006, Martinez y col. 2011a,
Martinez y col. 2011b).

A partir de los resultados obtenidos de los distintos abordajes para analizar la
activaci n de la va de los PPAR en el coraz n fetal, podr a pensarse que el
tratamiento intrafetal con LTB4, agonista endégeno de PPARq, estaria mediando
mecanismos de transactivaci n que conducen a la regulaci n positiva de la
expresi ng nicade enzimas de la oxidaci ndel pidos. En cambio, los efectos de los
tratamientos maternos con aceite de oliva y aceite de ¢ rtamo ricos en cidos grasos
agonistas de PPAR, que no regulan el metabolismo lip dico en el coraz n fetal, pero
s par metros de da o oxidativo y estado inflamatorio, podr a ser el resultado de su
acci n a trav s de mecanismos de transrepresi n. En este sentido se conoce que
distintos ligandos modifican en forma diferente la configuraci n del receptor PPAR
conduciendo ala formaci n de complejos que resulten enlaactivaci nolarepresi n
de genes (Harmon y col. 2011, Balanarasimha y col. 2014). Para esclarecer este
punto ser n necesarias pr ximas investigaciones que profundicen sobre los
mecanismos implicados en las respuestas observadas ante la administraci n de los

distintos agonistas de PPAR.
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Adem s de los efectos de la diabetes materna sobre el coraz n fetal y el efecto
de agonistas de PPAR sobre el metabolismo lip dico, marcadores de estado pro-
inflamatorio y pro-oxidativo en este rgano, este trabajo de tesis se centr tambi n
en el efecto de la diabetes materna sobre el pulm n fetal.

El pulm nesun rgano que es afectado por la diabetes tanto en adultos como
en ni os, conoci ndose a su vez que la diabetes materna induce alteraciones en
pulm n fetal (Milla y Zirbes 2012). En modelos experimentales de diabetes se han
evidenciado en este rgano alteraciones estructurales, retraso de la maduraci ny
alteraci n en la composici n del 1 pido surfactante (Trevino-Alanis y col 2009,
Koskinen y col 2012, Lock y col. 2013). Los hijos de madres diab ticas poseen
mayores riesgos de sufrir s ndrome de distr s respiratorio, asfixia perinatal,
neumon ay fallas en la adaptaci n cardiopulmonar (Roberty col. 1976, Vela-Huerta
ycol 2007).

Tal como se describi al comienzo de esta secci n, los fetos de ratas diab ticas
presentan mayor peso de los pulmones, lo que acompa a al mayor peso fetal. Al
investigar los niveles de |1 pidos en los pulmones fetales se observ que tanto en
pulmones de fetos hembra como de fetos macho presentaban sobreacumulaci n
lip dica, de triglic ridos en las hembras y triglic ridos y fosfol pidos en los machos.
Posiblemente este aumento tenga or gen en la mayor incorporaci n del pidos dado
el exceso de sustratos metab licos que son transferidos de la madre al feto,
mecanismo necesario para sustentar tanto el crecimiento como la producci n de
surfactante pulmonar en la gestaci n at rmino (Rooney y col 1994). A analizar la
composici n de cidos grasos de los pulmones fetales no se encontraron cambios
marcados entre el grupo control y el diab tico.

Al analizar la expresi n g nica de las enzimas limitantes de la oxidaci n de
| pidos peroxisomal y mitocondrial, ACO y CPT1, respectivamente se encontr que
ambas se encuentran disminuidas en pulmones de fetos macho y hembra del grupo
diab tico. Estos resultados son similares a los encontrados en el coraz n fetal, y por
ello pensamos que la disminuci n en la expresi n g nica de estas enzimas podr a
estar vinculada con la sobreacumulaci n del pidos encontrada en los pulmones de
fetos de ratas diab ticas.

En la patolog a diab tica, el pulm n adulto muestra alteraciones relacionadas
con un ambiente pro-oxidante y pro-inflamatorio, habiendo mostrado estudios

experimentales que estas alteraciones se vinculan con la activaci n de lav a NF-kB
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(Forgiarini y col. 2009, Samarghandian y col. 2014, Zhang y col. 2015). En el mismo
sentido, en este trabajo, al analizar el efecto de la diabetes materna sobre el pulm n
fetal se encontraron elevados niveles de lipoper xidos tanto en pulmones de fetos
hembra como macho. Estudios en pulmones de neonatos de ratas diab ticas
tambi n evidenciaron aumento de lipoper xidos y menor actividad enzim tica
antioxidante (Kinalski y col. 2000). A su vez en este trabajo de tesis se evidenci
elevada producci n de NO en los pulmones fetales del grupo diab tico, aunque, al
igual que lo observado en el coraz n fetal, no se hallaron diferencias en la expresi n
g nica de la enzima iNOS. EL NO en condiciones fisiol gicas es un importante
regulador en la morfog nesis pulmonar (Young y col. 2002, Gao y Raj 2010) y su
sobreproducci n en conjunto con exceso de ROS puede a conducir a la producci n
de peroxinitritos, agente altamente oxidante que induce da o tisular y puede llevar
a la muerte celular (Jawerbaum y Gonzalez 2006, Lappas y col. 2011).

Se ha descripto la participaci n de los receptores PPAR en la homeostasis
pulmonar, encontrando que PPARa es un regulador negativo de la respuesta
inflamatoria en el pulm n adulto, en donde mostr capacidad de reducir el da o
causado por estados inflamatorios de diversa etiolog a (Cuzzocrea y col. 2006,
Delayre-Orthez y col. 2008, Hecker y col. 2015). Becker y colaboradores tambi n
evidenciaron que en condiciones inflamatorias la expresién de PPARa estaba
disminuida en pulmones de rat n (Becker y col. 2008). Por su parte, la participaci n
el receptor PPARYy en la regulacion de procesos inflamatorios en el pulmén ha sido
caracterizada para m ltiples patolog as de car cter inflamatorio agudo o cr nico
(Huang y col. 2005, Belvisi y Mitchell 2009).

Son pocos a n los trabajos que vinculan a los receptores PPAR con funciones
metab licas en el pulm n. Chen y colaboradores reportaron que previo al
nacimiento, aumenta la expresion de PPARY en lipofibroblastos en el pulmén fetal y
que los cambios en la expresi n de este receptor van acompa ados de cambios en la
expresi n de genes blanco relacionados con el metabolismo lip dico (Chen y col
1998).

En este trabajo al analizar la expresi n g nica de PPARa y PPARY se evidencio
que los niveles de ambos receptores est n disminuidos en los pulmones de fetos
macho de ratas diab ticas, no as en los pulmones de fetos hembra. Estas
alteraciones, junto con las anomal as en el contenido de | pidos, la expresi n g nica

de enzimas del catabolismo lip dico, el aumento en la lipoperoxidaci ny producci n
177



Discusion

de NO, sugieren que la diabetes materna induce importantes alteraciones en las v as
de se alizaci n delos PPAR en el pulm n fetal.

Los hallazgos en las alteraciones en el pulm n fetal inducidas por la diabetes,
tambi n evidencian cambios dependientes del sexo fetal. Result relevante analizar
por separado los efectos en pulmones de fetos machos y hembra teniendo en cuenta,
como se mencion anteriormente, las diferencias metab licas debidas alainfluencia
de las hormonas sexuales. Cabe resaltar tambi n que el pulm nesun rgano que en
su desarrollo se ve profundamente influenciado por los niveles de testosterona y
estr genos, describi ndose el rol de este Itimo como regulador positivo de la
producci n del surfactante pulmonar y la alveog nesis, y mostrando una
maduraci npulmonarm stempranalashembras quelos machos (Careyy col 2007,
Seaborny col 2010). Estos cambios, pueden explicar por lo menos en parte, la mayor
incidencia de afecciones pulmonares perinatales en machos, como el s ndrome de
distr srespiratorio fetal, que ha sido ampliamente reportada (Carey y col. 2007). En
este contexto, tambi n es importante destacar que los neonatos machos de madres
diab ticas tienen mayores eventos desfavorables en la etapa perinatal que las

hembras (Garcia-Patterson y col. 2011).

A partir de las anomal as encontradas en el pulm n fetal, que podr an
vincularse con los alterados niveles de los receptores PPARa y PPARYy, resulté de
particular inter s evaluar el efecto de la activaci n de estos receptores con distintos
agonistas.

Siguiendo el esquema de administraci n in vivo del agonista de PPARa LTB4 a
trav s de las inyecciones intrafetales en ratas que se detallara anteriormente, se
pudo observar que este agonista de PPARa pudo prevenir el incremento de peso del
pulm n fetal inducido por la diabetes materna. Estos resultados son similares a los
encontrados por trabajos previos de nuestro laboratorio que evidencian el mismo
efecto del agonista LTB4 en el h gado fetal (Martinez y col. 2011b).

A suvez, laadministraci nin vivo de LTB4 no fue capaz de prevenir laan mala
expresi n g nica del receptor PPARa encontrada en los pulmones de fetos macho
de ratas diab ticas y condujo a cambios en la expresi n g nica de las enzimas
limitantes en la oxidaci n del pidos ACO y CPT1 en pulmones fetales dependientes
del sexo y el estado diabético materno, indicando que PPARa regula negativamente

la expresi n g nica de estas enzimas con efectos catab licos, de manera opuesta a
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lo observado en otros rganos adultos y fetales, como por ejemplo el h gado
(Desvergne y col. 2006, Martinez y col. 2011b, Capobianco y col. 2013).

Estudios de Becker y colaboradores mostraron que en condiciones
inflamatorias en el pulm n, la v a de se alizacion de PPAR«a esta alterada y que el
tratamiento con clofibrato, un agonista farmacol gico de este receptor, regula
par metros inflamatorios (Becker y col. 2008). De forma interesante el tratamiento
intrafetal con LTB4redujo la expresi n g nica de la enzima iNOS en los pulmones de
fetos macho y hembra en el grupo diab tico. Los resultados hallados suman
evidencia que sustenta la capacidad del receptor PPARa de limitar procesos
inflamatorios en el pulm n (Delayre-Orthez y col. 2008, Hecker y col. 2015).

Dada la incapacidad del agonista de PPARa LTB4, de regular enzimas del
catabolismo de | pidos en el pulm n fetal de ratas diab ticas, en forma semejante a
la que se evidencia en el coraz n u otros rganos (Desvergne y col 2006, Lefebvre y
col. 2006), y teniendo en cuenta que la activacion de PPARy regula en placentas y
fetos de ratas diab ticas el metabolismo lip dico al mismo tiempo que ejerce efectos
anti-inflamatorios (Jawerbaum y col. 2002, Capobianco y col. 2005), result de
interés analizar los efectos de la activaciéon del receptor PPARy con su agonista
end geno 15dPG]J;. Asimismo, dichos estudios cobran inter s ya que el receptor
PPARy ha mostrado participar del metabolismo de lipidos que componen el
surfactante pulmonar a trav s de ejercer funciones regulatorias en los macr fagos
alveolares (Baker 2010). En estos estudios, se utiliz el mismo esquema de
administraci n intrafetal que se hab a utilizado para evaluar el efecto del LTBy4,
administrando en este caso 15dPG]Ja.

El tratamiento in vivo con 15dPGJ2, no modific par metros s ricos maternos
ni fetales como la glucemia ni la trigliceridemia. De forma interesante, al evaluar el
efecto de la administraci n intrafetal de 15dPG]J, sobre la expresi n g nica del
receptor PPARy se observé que en los pulmones de fetos hembra no producia
cambios mientras que en los pulmones de fetos macho este tratamiento conduc a a
la reducci n de los niveles de ARN mensajero de dicho receptor, tanto en el grupo
control como en el grupo diabético. A su vez este agonista de PPARy incremento la
expresi n g nica de las enzimas ACO y CPT1 en pulmones de fetos macho del grupo
diab tico.

Adem s, result de inter s el an lisis de los efectos de la 15dPG]J2 sobre la

expresi n g nica de iNOS en el pulm n fetal de ratas diab ticas, considerando las
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conocidas capacidades antiinflamatorias de este agonista natural de PPARy en
m ltiples tejidos, incluido el pulm n, y en diversas condiciones fisiopatol gicas
(Scher y Pillinger 2005, Cuzzocrea 2006, Liu y col. 2014). Si bien otros trabajos
reportaron la capacidad de esta prostaglandina de mediar efectos anti-inflamatorios
a trav s de la regulaci n de la iNOS en estados inflamatorios (Mendez y LaPointe
2003, Monroy y col. 2007, Zhang y col. 2010), en este trabajo el tratamiento in vivo
con 15dPGJ2 no modific la expresi n g nica de la iNOS en pulmones fetales en los
animales diab ticos. Estos hallazgos, nos permiten mejorar la comprensi n del
efecto de agonistas espec ficos de PPARy sobre el pulm n fetal, y evidenciar su
capacidad de regular o no diversos genes vinculados al metabolismo lip dico y
nitrid rgico. Dadalalimitaci ndelacantidad de tejido que puede obtenerse atrav s
de estos ensayos de administraci n intrafetal, se continuaron los estudios evaluado
el efecto de la suplementaci n dietaria con aceites ricos en agonistas dietarios de los
tres isotipos de los PPAR.

Debe considerarse que tanto la deficiencia de PUFAS como su suplementaci n
dietaria durante la gestaci n, ha sido estudiada en pulmones fetales y neonatales en
diferentes situaciones fisiopatol gicas (Sosenko y col. 1988, Joss-Moore y col. 2010,
Moya 2014), pero poco se sabe a n sobre los efectos de dietas enriquecidas con
PUFAS en pulmones fetales en la gestaci n diab tica. En este trabajo de tesis se
estudi , seg n el dise o experimental detallado anteriormente, el efecto de dietas
suplementadas con aceite de oliva (ricaen cido oleico n-9) o aceite de ¢ rtamo (rico
en cido linoleico n-6) durante toda la gestaci n a ratas gestantes. En primer lugar
se evidenci que la dieta materna enriquecida con aceite de oliva disminuy el peso
de los pulmones fetales tanto en hembras como machos del grupo diab tico. Si bien
Clarck y colaboradores hab an reportado que la suplementaci n dietaria con aceite
de c rtamo reduc a el peso del pulm n fetal de ratas sanas (Clarke y col. 1988), en
este trabajo no se observaron cambios en el peso de pulmones fetales de ratas sanas
tratadas con dietas ricas en aceite de ¢ rtamo.

Al analizar el metabolismo lip dico bajo los tratamientos dietario con aceite
de oliva o aceite de c rtamo, se observaron diferentes efectos en los pulmones
fetales, algunos de ellos sexo-dependientes. El contenido de | pidos en pulmones de
fetos hembra del grupo diab tico, evidenci aumento de los niveles de triglic ridos
y disminuci n de colesterol y steres de colesterol con ambos tratamientos

dietarios. En los pulmones de fetos macho s lo se observa incremento de
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fosfol pidos en el grupo diab tico tratado con aceite de oliva. Este incremento podr a
generar efectos adversos, tal como ocurre en el h gado fetal y el coraz n (Martinez
y col. 2011b). Sin embargo, podr a tambi n vincularse a procesos de protecci n
como ocurre en la placenta (Capobianco y col. 2008b) o conducir a una mayor
disponibilidad de sustratos parala producci n de surfactante pulmonar, mecanismo
que ser a beneficioso en la etapa perinatal.

En cuanto al an lisis de la composici n porcentual de cidos grasos en el
pulm n fetal se evidenci , en general, un aumento de ciertos cidos grasos
insaturados, tanto en el grupo tratado con dieta suplementada con oliva como con
c rtamo. Esdeinter s que sibien es sencillo de explicar el aumento de cidos grasos
poliinsaturados ante las dietas ricas aceite de ¢ rtamo, que brindan cido linoleico,

cido graso esencial, es dif cil de explicarlo ante dietas que no brindan cidos grasos
esenciales como la dieta rica en aceite de oliva. Es por ello que nuestros resultados
sugieren que la dieta rica en aceite de oliva, al brindar efectos antioxidantes,
posiblemente derivados tanto de los polifenoles que contiene como de su capacidad
de activar alos PPAR, est protegiendo alos cidos grasos esencialesy sus derivados
de la lipoperoxidaci n.

A partir del aumento de algunas especies lip dicas encontrado bajo los

tratamientos dietarios, se investig cu les podr an ser las v as por las cuales los

cidos grasos incorporados en la dieta aumentan la acumulaci n de 1 pidos en los
pulmones fetales. Los resultados presentados de los tratamientos in vivo con
agonistas de PPARa y PPARY, llevarian a pensar que la regulacion de la homeostasis
lip dica no es como en otros tejidos metab licamente activos y que podr an estar
siendo reguladas otras v as relacionadas con el trasporte o la s ntesis de cidos
grasos. Es por ello que se analiz la expresi n g nica de la sintasa de cidos grasos
(FAS), el transportador de cidos grasos (FAT) y el transportador de colesterol ATP-
binding cassete (ABCA1) en pulmones fetales. Cabe resaltar que el pulm n de fetos
hembra que present acumulaci n de diversas especies de 1 pidos, tambi n
respondi de manera m s contundente a los tratamientos dietarios evidenciando
mayor expresi n g nica de FAS en pulmones del grupo diab tico tratado con dieta
rica en aceite de oliva y mayor expresi n g nica de FAT, tanto en el grupo control
como en el grupo diab tico tratado con dieta rica en aceite de ¢ rtamo. De forma
interesante, al analizar la expresi n g nica del transportador de colesterol ABCA1

en pulmones de fetos hembra, se observ que los tratamientos dietarios con ambos
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aceitesricos en cidos grasos agonistas de PPAR, incrementaron la expresi n g nica
de este transportador. Estos resultados sustentan los hallazgos de los reducidos
niveles de colesterol y steres de colesterol encontrados en los pulmones de fetos
hembra de ratas diab ticas bajo el tratamiento con ambas dietas. Estudios previos
mostraron que la activacion de PPARa y PPARY induce la remocion de colesterol en
macr fagosatrav s delaactivaci n dela expresi n g nica de ABCA1, estimulando
el transporte reverso de colesterol (Chinettiy col. 2001, Schmitz y Langmann 2005).

Al analizar la expresi n g nica de PPAR en pulmones fetales se observa que en
pulmones de fetos hembra el tratamiento con aceite de oliva disminuye la expresi n
g nica de PPARa en el grupo control y lo incrementa en el grupo diab tico,
evidenciando cambios dependientes del estado metab lico del animal, y que no se
presentan en los pulmones de festos macho. A su vez, PPARy sé6lo presenta
incrementos en su expresi n g nica en los pulmones de fetos hembra sanos y
diab ticos de ratas tratadas con aceite de ¢ rtamo.

Trabajos previos de nuestro laboratorio han identificado a los tratamientos
dietarios ricos en cido oleico y al cido linoleico como reguladores del estado
inflamatorio en embriones de rata diab tica, capaces de prevenir sus efectos
delet reos (Higay col. 2010). Enlos pulmones fetales de ratas diab ticas se encontr
disminuci n de la producci n de NO tanto en fetos hembra como en fetos macho en
el grupo de ratas diab ticas alimentadas con dieta suplementada con aceite de oliva.
Junto con los hallazgos evidenciados en el coraz n fetal, se destaca el resultado del
tratamiento dietario efectuado en cuanto a la capacidad de regulaci n de NO en los

rganos fetales estudiados de rata diab tica, hallazgo de relevancia que permite
pensar en un abordaje sencillo como lo es la dieta, para prevenir las anomal as

fetales derivadas de la sobreproducci n de NO.

Ser n necesarios y de importancia futuros estudios que identifiquen cambios
epigen ticos y en la programaci n intrauterina asociados a los cambios fetales
observadosy su implicancia en la vida adulta. Varios son los trabajos que evidencian
larelaci ndelanutrici n maternay los efectos de la ingesta de cidos grasos sobre
cambios epigen ticos en el feto y la programaci n intrauterina de enfermedades
metab licas y cardiovasculares. (Burdge y Lillycrop 2014, Mennitti y col. 2015).
Nuestros recientes estudios evidencian cambios ben ficos en la descendencia adulta

de ratas diab ticas tratadas con aceite de oliva durante su gestaci n (Capobianco y
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col. 2015), avalando la existencia de efectos fetales ben ficos producidos como

resultado de tratamientos capaces de regular la actividad de los PPAR a nivel

intrauterino.
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En este estudio hemos evidenciado que en el modelo experimental de
diabetes utilizado existen alteraciones en el metabolismo materno en la gestaci n a
t rmino, presentando incrementados niveles de glucemia, trigliceridemia y
colesterolemia, como resultado de la reducci n de los niveles circulantes de
insulina. En este contexto la exacerbada transferencia de sustratos metab licos al
feto conducen al desbalance metab lico fetal que presenta incrementados niveles

de glucemia y trigliceridemia.

En este estudio se postuld que la diabetes materna conduce a alteraciones en el
corazon y el pulmén fetal en la gestacion a término relacionadas con la homeostasis
lipidica, la produccién de NO y la peroxidacion lipidica, anomalias que se podrian

vincular a alteraciones en las vias de sefializacion de los receptores PPARa y PPARY.

En este trabajo encontramos que la diabetes materna genera profundos
cambios en corazones fetales de ratas diab ticas evidenciando, de forma sexo-
dependiente, acumulaci n lip dica, junto con la disminuci n de la expresi n g nica
de enzimas de oxidaci n de | pidos ACO y CPT1. Asociados a los desbalances
metab licos inducidos por la diabetes materna que provee incrementados niveles
de sustratos oxidables, se evidenci en corazones fetales sobreproducci nde NO y
elevados niveles de lipoper xidos. Adem s, en el coraz n de los fetos macho,
observamos reducida expresiéon génica de los receptores PPARa y PPARYy. Estos
hallazgos sugieren que la va de los PPAR podr a encontrarse vinculada a la
desregulaci n de la homeostasis lip dica y a los elevados niveles de marcadores
pro-inflamatorios y pro-oxidantes evidentes en el coraz n de fetos de rata
diab tica.

PPARa, es un importante regulador del metabolismo energético y de
procesos inflamatorios en rganos metab licamente activos, entre ellos el coraz n.
En este trabajo, de forma interesante, encontramos que la activacion de PPARaq,

por medio de inyecciones intrafetales con LTB4 los tres Itimos das de la
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gestaci n, regularon en el coraz n fetal de ratas diab ticas la an mala expresi n
g nica de enzimas de oxidaci n de 1 pidos ACO y CPT1 y fueron capaces de
incrementar la expresion génica de PPARa, evidenciando la capacidad de esta via
de regular efectos catab licos, y regulando a su vez el peso de este rgano fetal.

Por otro lado, tratamientos dietarios con suplementaci n de aceite de oliva o
aceite de ¢ rtamo ricos en cidos grasos agonistas de PPAR, si bien modificaron los
niveles de algunas especies lip dicas, no ejercieron efectos catab licos ni
modificaron la expresi n g nica de enzimas clave en procesos de oxidaci n de
| pidos. De forma interesante los tratamientos dietarios incrementaron la
expresion génica de PPARa y PPARY en corazones de fetos macho y al mismo
tiempo redujeron la producci n de NO y lipoper xidos, hallazgos que muestran
que estos cidos grasos agonistas de PPAR podr an estar regulando v as
inflamatorias y oxidantes alteradas por la diabetes materna.

Los resultados de este estudio demuestran adem s, la importante capacidad
de la activaci ndelav adelos PPAR por diversos ligandos, de amplificar su propia
v adese alizaci nen el coraz n fetal afectado por la diabetes materna.

Por otra parte, los hallazgos presentados hasta aqu, tambi n suman
evidencia a la influencia del sexo sobre el impacto de la diabetes, y la regulaci n
diferencial de la v a de los PPAR, posiblemente debido a la interacci n entre esta

v ay la de las hormonas sexuales, en este caso a nivel del coraz n fetal.

El pulmén fetal es otro rgano que se ve claramente afectado por la diabetes
materna. Este estudio de tesis permiti identificar anomal as en el pulm n fetal de
rata diab tica evidenci ndose acumulaci n lip dica y disminuci n en la expresi n
g nica de enzimas limitantes en la oxidaci n del pidos. La sobreproducci n de NO
es un indicador de estado pro-inflamatorio en la patolog a diab tica y en este
trabajo encontramos que su producci n se encuentra incrementada en los
pulmones fetales del grupo diab tico. A la vez, los pulmones de fetos de ratas
diab ticas presentaron incrementado da o oxidativo a | pidos. Cabe destacar
también que la expresion de los receptores PPARa y PPARy se encontro
disminuida por efecto de la diabetes materna en los pulmones de fetos macho.

En forma similar a lo reportado en los corazones fetales, los hallazgos en el

pulm n fetal evidencian una importante regulaci n sexo dependiente.
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Al analizar la participacion del receptor PPARa sobre la regulacion de los
par metros alterados por la diabetes materna, se realizaron tratamientos in vivo a
trav s de inyecciones intrafetales con LTB4, agonista endégeno de PPARa. A
diferencia de lo observado en otros tejidos en que PPARa presenta efectos
catab licos, el tratamiento intrafetal con LTB4, mostr no ejercer incrementos en la
expresi n g nica de enzimas de oxidaci n del pidos. S se observ disminuci n de
la expresi n g nica de iNOS, posiblemente vinculado a efectos anti-inflamatorios y
regulaci ndel peso de este rgano fetal.

Considerando estos resultados, se evalu6 la participacion del receptor PPARy
sobre la regulaci n de las alteraciones observadas en el pulm n fetal de ratas
diab ticas, objetivo que se llev a cabo mediante inyecciones intrafetales de
15dPGJ2 los Itimos tres d as de la gestaci n. La 15dPG]J; es agonista end geno de
PPARYy que posee efectos moduladores del metabolismo lipidico y claros efectos
anti-inflamatorios en diversos tejidos. Este estudio mostr la capacidad de este
receptor de incrementar la expresi n g nica de ACO y CPT1 s lo en el coraz n de
fetos machos, nuevamente evidenciando la regulaci n diferencial entre machos y
hembras de lav a de se alizaci n de PPAR.

Los aportes de los tratamientos dietarios con aceite de oliva y aceite de
c rtamo ricos en cidos grasos agonistas de PPAR fueron de inter s ya que
evidencian la capacidad de generar cambios en el metabolismo lip dico en el
pulm n fetal de rata diab tica. Cabe resaltar que ambos tratamientos dietarios
redujeron los niveles de colesterol, mientras que incrementaron los niveles de
triglic ridos en los pulmones de los fetos hembra, modificaciones que van
acompa adas de incremento en la expresi n g nica en el transportador de
colesterol ABCA1, FAS y FAT. En el pulm n fetal de machos s lo se observ
incremento en los niveles de fosfol pidos ante el tratamiento con aceite de oliva. En
forma interesante, ambos tratamientos dietarios y en ambos sexos condujeron a
un incremento en los niveles de diversos cidos grasos insaturados y
poliinsaturados en el pulm n fetal. Adem s, el tratamiento con aceite de oliva
regul el peso de este rgano y la an mala producci n de NO en el pulm n fetal
inducida por la diabetes materna.

En forma paralela, estas dietas maternas incrementaron la expresi n g nica

de PPARa y PPARy en pulmones de fetos hembra de rata diab tica, lo que
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evidencia la capacidad de los cidos grasos insaturados provistos con las dietas de
amplificar lav a de se alizaci n de los PPAR.

Es importante mencionar tambi n que los resultados obtenidos con los
tratamientos dietarios muestran variaciones con el tipo de dieta, posiblemente
indicando la capacidad que tienen los diferentes ligados end genos de los PPAR de

generar su respuesta biol gica.

Este trabajo de tesis permitié identificar alteraciones en corazones y pulmones
fetales inducidos por la diabetes materna sobre el metabolismo de los lipidos, la
produccion de NO y lipoperodxidos, asi como también la expresion génica de PPARa y
PPARy. Los tratamientos con agonistas de PPAR, ademds de permitir evaluar la
participacion de estos receptores como reguladores de dichas anomalias, permite
pensar en seguir explorando estas vias regulatorias como posibles blancos
terapéuticos que minimicen los efectos de la diabetes materna sobre érganos fetales,
como el corazén y el pulmén. Cabe destacar que este trabajo muestra ademds, la
influencia del sexo fetal no sélo sobre el impacto de la patologia diabética en el
desarrollo fetal, sino también en la respuesta a la activacién de los PPAR.

La suplementacién dietaria con dcidos grasos insaturados mostré efectos
benéficos sobre algunas alteraciones asociadas a la diabetes en la gestacién en el
corazén y el pulmén fetal, lo cual abre nuevos caminos y plantea nuevos
interrogantes sobre la potencialidad de dichas dietas como abordajes terapéuticos en

la gestacion diabética.

En base a lo presentado en este trabajo de tesis podemos concluir que los
PPAR son receptores con importantes funciones reguladoras de la homeostasis
lipidica, la produccion de NO y la lipoperoxidacion, de manera sexo
dependiente, en el corazon y el pulmon fetal de rata diabética. Estos organos
fetales evidencian diversas anomalias que se vinculan con el desbalance del
metabolismo de los lipidos y marcadores pro-inflamatorios y pro-oxidantes,
que se presentan en forma paralela a anomalias en la expresion de los
receptores PPARa y PPARYy. Hallazgos de este trabajo de tesis demuestran
también la capacidad de agonistas de PPARa y PPARy de regular las

alteraciones fetales provocadas por la diabetes materna.
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