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Mecanismos de inducción y de prevención de malformaciones  

congénitas en la patología diabética:  

Rol de agonistas de PPARs y ácido fólico 
 

 

 

En este trabajo se estudiaron las anomalías inducidas por la diabetes 

materna en el embrión y en la decidua de rata en el período de organogénesis 

temprana, así como también el efecto de la administración de agonistas de 

receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) administrados en la 

dieta y/o de ácido fólico sobre dichas anomalías. 

Se encontró una disminución en el crecimiento embrionario y un incremento 

en las tasas de reabsorción y malformación embrionaria en las ratas diabéticas y se 

observaron disminuciones en los niveles de PPARǅ tanto en los embriones como en 

las deciduas provenientes de ratas diabéticas. Además, se observaron en estos tejidos 

alteraciones en el metabolismo del ácido araquidónico, en la producción de especies 

reactivas del oxígeno y del nitrógeno y en la actividad y expresión de enzimas 

responsables de la remodelación tisular inducidas por la diabetes. 

Las dietas suplementadas con aceites ricos en agonistas de PPARs 

administradas a las ratas diabéticas gestantes revierten parcialmente las anomalías 

en el crecimiento embrionario y la tasa de malformación embrionaria. El 

mecanismo de acción involucra la regulación de la producción de prostaglandinas, 

la reducción del estrés oxidativo y nitrativo y la regulación de la actividad de las 

MMPs y TIMPs en el embrión y en la decidua diabética. El tratamiento consistente 

en la administración de ácido fólico junto a la dieta enriquecida en aceite de cártamo 

administrado a las ratas diabéticas logra una reversión total de las malformaciones 

embrionarias regulando el entorno pro-inflamatorio inducido por la diabetes y 

previniendo anomalías de enzimas involucradas en la remodelación de la matriz 

extracelular tanto en el embrión como en la decidua de rata diabética.  

Estos hallazgos nos permiten destacar a los tratamientos enriquecidos en 

aceites de oliva y cártamo (capaces de activar PPARs) y con folatos como eficaces 

reguladores del daño inducido por la diabetes materna, resultados de interés en la 

búsqueda de tratamientos plausibles de ser aplicados a la gestación humana. 

 

 

Palabras clave: malformaciones embrionarias, diabetes, PPARs, ácido fólico, 

prostaglandinas, especies reactivas del oxígeno y nitrógeno, metaloproteasas de 

matriz extracelular. 

 



  

Mechanism of induction and prevention of diabetes-induced 

congenital malformations:  

Role of PPARs agonist and folic acid 

 

 

 

In this study we evaluated maternal diabetes-induced anomalies in the rat 

embryo and decidua at early organogenesis as well as the effect of peroxisome 

proliferator activated receptor (PPAR) agonists administered in the diet and/or folic 

acid on these anomalies. 

We found a decrease in embryo growth and an increase in resorption and 

malformation rates in diabetic rats. Also, PPARǅ was found diminished in embryos 

and decidua from diabetic rats. These intrauterine tissues showed diabetes-induced 

alterations in arachidonic acid metabolism, in reactive oxygen and nitrogen species 

and in the expression and activities of enzymes involved in tissue remodeling. 

Diets supplemented with PPAR agonists administered to diabetic pregnant 

rats partially reversed the abnormalities in embryonic growth and embryonic 

malformation rate. The mechanism of action involves the regulation of 

prostaglandin production, of nitrative and oxidative stress and of MMPs and TIMPs 

activities in the embryo and decidua from diabetic rats. Folic acid administered 

together with the safflower oil-supplemented diet achieved a complete reversal of 

embryonic malformations, possibly by regulating the pro-inflammatory environment 

induced by diabetes and by preventing alterations in extracellular matrix 

remodeling enzymes both in the embryo and decidua from diabetic rats. 

These findings allow us to highlight olive and safflower oil dietary treatments 

(capable of PPAR activation) and folates as effective regulators of the intrauterine 

damage induced by maternal diabetes during early organogenesis, results of 

interest in the search for treatments to be applied to human diabetic pregnancies. 

 

 

Key words: embryonic malformations, diabetes, PPARs, folic acid, prostaglandins, 

reactive oxygen and nitrogen species,  matrix metaloproteinases. 
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Abreviaturas 
 

 

 

PPARs: Receptores activados por proliferadores peroxisomales 

PGs: Prostaglandinas 

TXA2: Tromboxano A2 

COX: Ciclooxigenasa 

TBARS: Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

KRB: Medio krebs ringer bicarbonato 

MEC: Matriz extracelular 

MMPs: Metaloproteinasas de matriz  

NO: Óxido nítrico 

NOS: Óxido nítrico sintasa 

PBS: Buffer fosfato salino 

ROS: Especies reactivas del oxígeno 

TIMPs: Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 

 

 

Demás abreviaturas son indicadas en el texto  

 

 



  

 

 

Introducción 

 

 

Desarrollo embrionario y decidual 

 

Desarrollo embrionario 

 

La vida de un nuevo organismo se inicia con la fusión del material 

genético de las gametas sexuales, el espermatozoide y el ovocito, en un 

evento denominado fecundación que ocurre en la ámpula del oviducto.  

Luego de la fecundación, comienza el desarrollo embrionario y, 

posteriormente al establecimiento de la placenta, el desarrollo fetal. El 

desarrollo embrionario comprende varias etapas: clivaje, gastrulación y 

organogénesis. 

Durante el clivaje se suceden una serie de rápidas divisiones 

mitóticas donde el citoplasma del cigoto es dividido en numerosas células 

más pequeñas denominadas blastómeros, originando la mórula (estadío de 

16 células) (Gilbert 2000). En los mamíferos, durante el clivaje ocurre el 

fenómeno de compactación en donde las células de la mórula maximizan 

sus contactos mediante uniones estrechas. La mórula consiste en un 

pequeño grupo de células internas rodeadas de un grupo de células 

externas, éstas últimas originarán las células del trofoblasto y no darán 

lugar a estructuras embrionarias sino que originarán el corion, la parte 

embrionaria de la placenta (Gilbert 2000). Por otro lado, las células internas 

generarán el macizo celular interno que originará el embrión, el saco 

vitelino, el alantoides y el amnion. 

Posteriormente sucede el proceso de cavitación donde las células del 

trofoblasto secretan fluido dentro de la mórula originando, de esta manera, 

el blastocele (Gilbert 2000). Esta estructura se denomina blastocisto. 

 



  

 Durante la implantantación del blastocisto, el trofoblasto invade el 

endometrio penetrándolo hasta quedar inmerso en la pared uterina; en este 

punto el embrión es bilaminar, y está formado por el epiblasto o ectodermo 

primario y el hipoblasto o endodermo primario. El epiblasto comienza a 

colectar fluido y se forma una nueva cavidad denominada cavidad 

amniótica que se llena de una secreción denominada fluido amniótico que 

preserva al embrión de la desecación; algunas células del epiblasto se 

diferencian a amnioblastos que formarán la membrana amniótica (Gilbert 

2000). Células del hipoblasto se transforman en endodermo 

extraembrionario y sufren dos corrientes de migración, la primera recubre 

la cavidad del blastocisto dando origen al saco vitelino primario, la segunda 

corriente transforma al saco vitelino primario en el saco vitelino definitivo 

(Cross y col. 1994) (Figura 1).  

 

  

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Esquema de blastocisto. 

 

 

 Con la aparición de la línea primitiva en el epiblasto del embrión 

bilaminar comienza el proceso de gastrulación mediante el cual se inician 

movimientos celulares y tisulares para establecer la estructura corporal del 

organismo (formación de capas germinales: endodermo, mesodermo y 

ectodermo) que dará origen al embrión trilaminar. El mesodermo y 

endodermo migran a través de la línea primitiva y las células que ingresan a 

través del nodo de Hensen originarán la notocorda (Gilbert 2000). 

 También se establecen en este momento el eje ántero-posterior 

mediante la expresión de los genes homeóticos. El eje dorso-ventral se 

establece en el blastocisto, donde el eje dorsal se originaría en las células 

del macizo celular interno en contacto con el trofoblasto y la polaridad 

dorso-ventral es mantenida por la notocorda induciendo patrones 

 



  

específicos de expresión génica en el tubo neural. La distinción entre 

izquierda derecha comienza con el movimiento ciliar de las células ciliares 

del nodo que activa factores parácrinos (Nodal y Lefty-2) en el mesodermo 

del lateral izquierdo embrionario (Gilbert 2000).   

 Cada uno de los tejidos primarios formados durante la gastrulación 

(endodermo, mesodermo y ectodermo) experimenta crecimiento y 

diferenciación, dando lugar al comienzo del proceso de organogénesis que 

llevará al desarrollo de la mayoría de los principales órganos y regiones 

corporales (Figura 2). 
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Figura 2. Linajes celulares y tisulares del embrión. Esquema modificado de Carlson 2000. 

 

 Durante la organogénesis temprana comienza el desarrollo de los 

principales órganos y sistemas, se segmenta el mesodermo, se forman los 

arcos branquiales y comienzan a migrar las células de la cresta neural. 

 El primer órgano funcional que aparece durante el desarrollo 

embrionario es el corazón. Se origina de dos regiones del mesodermo 

esplácnico que interactúan con el tejido adyacente. En mamíferos, las 

 



  

células que darán origen al corazón forman dos tubos endocardiales que se 

fusionan ventralmente al tubo endodérmico que constituirá el tubo 

digestivo. La fusión de los tubos endocardiales forma un único 

compartimiento, se genera así una cámara que tiene actividad pulsátil aún 

antes de asumir su función como bombeadora de sangre. La actividad 

pulsátil del corazón comienza antes de que éste adquiera su 

conformación definitiva y este latido cardíaco es índice de viabilidad en 

esta etapa del desarrollo embrionario (Gilbert 2000). El mesodermo 

esplácnico, recubre el endotelio cardíaco del tubo endocardial fusionado y 

se diferencia en una parte externa llamada miocardio, la cual separándose 

del endotelio, secreta una masa acelular de matriz. El conjunto de 

miocardio, matriz y endocardio se denomina corazón primitivo (Kaufmann 

1999). En la región cefálica del mismo se originarán los arcos aórticos y en 

la región caudal los senos venosos que recibirán las venas vitelinas. Estas 

venas serán las que transporten los nutrientes desde el saco vitelino a la 

aurícula primitiva, pasando posteriormente al ventrículo primitivo para 

luego ser transportados a la aorta gracias a las contracciones ventriculares 

(Kaufmann 1999). La función temprana del corazón aún cuando no está 

totalmente formado, obedece a las necesidades embrionarias de nutrición, 

transporte y excreción. A medida que la masa celular aumenta y las 

estructuras se complejizan, la difusión a través del saco vitelino no es 

suficiente y el embrión requiere de una estructura capaz de satisfacer sus 

necesidades cada vez mayores, la placenta.  

 Asimismo, en el período de organogénesis temprana aparecen las 

somitas, constituidas por células mesodérmicas ubicadas a cada lado de la 

notocorda que se compactan y separan en bloques. Éstas originarán las 

vértebras, costillas, dermis dorsal, músculos esqueléticos de la espalda y 

músculos esqueléticos de la pared del cuerpo y miembros. 

Otro evento fundamenal en la organogénesis temprana es la 

neurulación o formación del tubo neural que originará el sistema nervioso 

central (Figura 3). En las primeras etapas de este proceso, el mesodermo 

que originará la notocorda induce al ectodermo que lo recubre a proliferar 

(formación de placa neural), invaginarse (originando el surco neural) y 

formar un tubo hueco (tubo neural); que permanecerá abierto en los 

extremos (aberturas denominadas neuroporo anterior y posterior) durante 

 



  

mayor tiempo, denominándose al proceso de cierre de los mismos 

neurulación secundaria.  

 

 

  

 

 

 

 

Figura 3.  Representación de la formación del tubo neural. Esquema adaptado de 
Kaufmann 1999. 

  

 El ectodermo se diferenciará en tres grupos celulares: las células 

internas del tubo neural que originarán el cerebro y la médula, las células 

externas del tubo neural que originarán la epidermis y las células de la 

cresta neural ubicadas entre las otras dos que migrarán y originarán 

diferentes órganos y estructuras (Carlson 2000). Las células de la cresta 

neural originarán a los huesos y cartílagos de la cara y del oído medio, a los 

ganglios simpáticos y parasimpáticos, al tejido conectivo del sistema 

circulatorio y a los melanocitos (Carlson 2000). 

 En el tubo neural se distinguen inmediatamente dos partes 

fundamentales; la porción anterior del tubo neural, parte superior más 

voluminosa situada en la cabeza del embrión y de la que derivará el 

encéfalo; y la porción medular del tubo neural, parte más estrecha y 

alargada, situada en el tronco del embrión y de la que derivará la médula 

espinal. 

 La primera evidencia de las tres subdivisiones del cerebro primitivo 

es la distribución del lumen neural en tres vesículas, el prosencéfalo, 

mesencéfalo y el rombencéfalo.  

 Dado que la organogénesis es el período de mayor susceptibilidad a 

la inducción de malformaciones congénitas, existen claros parámetros de 

clasificación basados en la morfología externa del embrión y que permiten 

identificar su correcto desarrollo y las consecuencias de su exposición a 

diversas moléculas, teratógenos o entornos patológicos (Brown 1991). 

En el día 10.5 de gestación en la rata, correspondiente al período de 

organogénesis temprana, puede observarse, mediante una lupa, la cresta 

neural, el grado de cierre del tubo neural, el primordio cardíaco y su latido y 

 



  

las somitas a cada lado de la notocorda. En esta etapa se produce la 

rotación del embrión respecto a su eje axial (Figura 4). El intestino que 

inicialmente se encuentra orientado hacia el trofoblasto, acorde a la 

nutrición que se efectúa a través del saco vitelino, será rodeado por células 

de origen embrionario luego de la rotación y en una etapa previa a 

consolidarse la funcionalidad placentaria (Kaufmann 1999). 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  
Figura 4. Proceso de rotación embrionaria esquema modificado de Kaufmann 1999. 

 

 

 Una vez que la placenta definitiva está establecida, culmina la etapa 

de organogénesis y comienza una nueva etapa, la etapa fetal. En este 

período la mayoría de los órganos adquieren su conformación, estructura y 

función definitiva (Gumbiner 1992; Kaufmann 1999). 

 

Proceso de decidualización 

  

 La implantación es un conjunto de eventos complejos que comienza 

luego de la fecundación y finaliza cuando el blastocisto se encuentra 

embebido en el estroma endometrial. 

 La implantación en roedores se acompaña de marcados cambios en 

el endometrio, que consisten en modificaciones en la forma, organización y 

metabolismo de las células del tejido conectivo endometrial, dando lugar a 

la formación de un tejido diferente, la decidua. 

 



  

La decidualización comienza alrededor de las criptas mucosas donde 

se implanta el embrión, es decir que inicialmente se forma la decidua 

antimesometrial (denominada decidua capsularis en humanos), llamada de 

esta manera en roedores por ser la zona de la decidua más cercana al 

mesometrio (Figura 5), ligamento que conecta el útero con la pared 

abdominal y que contiene a la arteria uterina  (Abrahamsohn y Zorn 1993). 

Las células deciduales se forman por la transformación de las células 

fibroblásticas estromales, en las mismas se observa un incremento de su 

tamaño, adoptan una forma redondeada o poligonal, reorganizan su 

nucleolo y disminuyen el espacio extracelular (Abrahamsohn y Zorn 1993). 

A nivel estructural, el citoplasma se enriquece en retículo endoplasmático 

rugoso, complejo de Golgi y mitocondrias, acumulan lípidos, glucógeno y 

filamentos intermedios y establecen uniones intercelulares entre sí (Welsh y 

Enders 1985; Blankenship y col. 1990; Abrahamsohn y Zorn 1993). 

La primer capa decidualizada que aparece durante la implantación, 

es la que rodea al embrión y se denomina decidua primaria. Las células que 

rodean a la decidua primaria se denominan células deciduales maduras y, a 

medida que nos distanciamos del embrión, la morfología celular es un 

intermedio entre las células deciduales maduras y los fibroblastos y se 

denominan células predeciduales (Abrahamsohn y Zorn 1993) (Figura 5). 

De forma interesante, la zona decidual primaria no posee vasculatura 

y se postula que actuaría como una barrera al pasaje de macromoléculas 

protegiendo, de esta manera al embrión de micoorganismos, IgG materna y 

células del sistema inmune (Parr y Parr 1986). 

La decidualización es un proceso más lento en la zona mesometrial 

del endometrio, estas células están más espaciadas entre sí y sus organelas 

también están menos desarrolladas en relación a la zona antimesometrial 

(Abrahamsohn y Zorn 1993). La decidua mesometrial es la denominada 

decidua basal en humanos. Existe una región intermedia entre la zona 

mesometrial y antimesometrial que es rica en glucógeno, posee 

características morfológicas similares a la zona antimesometrial y posee un 

laberinto de vasos sanguíneos (Abrahamsohn y Zorn 1993). 

 



  

 

 Figura 5. Crecimiento e involución de la decidua de ratón. Esquema adaptado de 
Abrahamsohn 2002. Los días 6, 8 y 11 en ratón equivalen a 7.5, 9.5 y 
12.5 en la rata.  

 

Existen además otros tipos celulares en la decidua de rata, las 

denominadas inicialmente células granuladas de la glandula metrial, que 

luego fueron llamadas células natural killer uterinas (NKu) y más 

recientemente se realizó una distinción entre las células NK que se 

encuentran en el endometrio y las que se encuentran en la decidua, éstas 

últimas denominadas células natural killer deciduales (NKd) (Croy y col. 

2003; Yagel 2009). Aunque su origen no es claro, se postula que podrían 

llegar a la decidua desde otro órgano como la médula ósea, que se 

diferenciarían de células madre de las NKd, que se diferenciarían de las NK 

endometriales o bien que provendrían de las tres fuentes (Yagel 2009). 

Pueden producir quimioquinas, factores de crecimiento y factores 

angiogénicos y se sugiere que tendrían un rol en el control de la 

diferenciación, crecimiento e invasión del trofoblasto, siendo estas 

funciones importantes para una correcta angiogénesis de la placenta (Croy 

y col. 1991; Yagel 2009). Además, podrían eliminar células trofoblásticas de 

migración anormal y tendrían un rol en la tolerancia materna de los tejidos 

fetales (Parr y col. 1990). 

 



  

Algunas de las funciones de la decidua incluyen la nutrición del 

embrión, la restricción de la invasión del trofoblasto y la participación en la 

respuesta inmunológica materna a la preñez. Entre los mediadores 

involucrados en estas funciones, se ha reportado que la decidua secreta 

prostaglandinas (Parr y col. 1988), IGFBP-1(Croze y col. 1990), TGF-ǂ (Han 

y col. 1987), TNF-ǂ (Yelavarthi y col. 1991), GM-CSF (Crainie y col. 1990), 

colágeno tipo IV y laminina (Wewer y col. 1986; Glasser y col. 1987). 

Además, expresa entre otros, el receptor de insulina, el receptor para el 

factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-1) y el receptor de 

glucocorticoides (Korgun y col. 2003). 

Las prostaglandinas tienen un rol clave en la inducción de la 

decidualización. Se ha observado que la indometacina, un inhibidor de la 

biosíntesis de PGs, inhibe la inducción de reacción decidual inducida 

artificialmente (Kennedy y col. 2007). Actualmente se sabe que la PGI2 

actuando a través del receptor nuclear PPARǅ activa la decidualización en 

ratones (Lim y col. 1999) y que es la PGE2 la que inicia la decidualización en 

el endometrio de ratas, observando que la misma es responsable de la 

permeabilidad vascular endometrial que se induce en las etapas tempranas 

del proceso de decidualización (Gillio-Meina y col. 2009). 

Al ser el proceso de decidualización una transformación del tejido 

conectivo, es esperable que existan transformaciones en su matriz 

extracelular. En efecto, en ratones, antes de la implantación, la matriz 

extracelular que rodea a las células del estroma endometrial se compone de 

colágeno I, III, V y VI y fibronectina, y durante la decidualizacion se 

remueve el colágeno VI y las células deciduales producen desmina y 

componentes de la membrana basal como laminina, entactina y colágeno 

tipo IV (Glasser y col. 1987; Spiess y Zorn 2007). 

Durante la implantación, el trofoblasto del embrión de ratón produce 

metaloproteasas de matriz que pueden ayudar a la digestión de la 

membrana basal de las células deciduales y el tejido decidual libera 

inhibidores tisulares de MMPs que inhiben la actividad de dichas 

metaloproteasas (Reponen y col. 1995; Alexander y col. 1996). 

A medida que crece el embrión, se observa que el tamaño de la 

decidua ya no se incrementa debido a que, de forma simultánea a la 

decidualización, se va desarrollando un proceso de involución de la decidua. 

 



  

 Tanto el proceso de decidualización como el de involución decidual 

ocurren paralelamente de manera centrífuga respecto al embrión. Esta 

involución puede atribuirse a un tipo de muerte celular programada (Welsh 

y Enders 1985; Katz y Abrahamsohn 1987). Los restos celulares son 

fagocitados por las células gigantes del trofoblasto (Katz y Abrahamsohn 

1987) y el espacio es ocupado por el embrión en crecimiento. Este podría 

ser un mecanismo de control de la decidua al avance trofoblástico. Para el 

día 16 de preñez en la rata, la decidua antimesometrial se convierte en una 

fina capa compuesta mayoritariamente de células deciduales muertas 

(Welsh y Enders 1985). 

Además, paralelamente al proceso de involución decidual ocurre la 

invasión trofoblástica de la decidua mesometrial para dar origen a la 

placenta. En roedores, son las células derivadas del trofoectodermo polar 

que componen el cono ectoplacentario las que se diferenciarán, se asociarán 

con células de origen alantoideo y formarán la placenta; mientras que los 

trofoblastos derivados del trofoectodermo mural se diferenciarán en células 

gigantes del trofoblasto (Cross 1998). 

Al día 12 de preñez en la rata, tres zonas, fisiológica y 

anatómicamente diferentes, pueden ser visualizadas en la placenta: la zona 

del laberinto, que está compuesta por cordones de células del trofoblasto 

embrionario bañados por sangre materna, la zona de unión, constituida por 

espongiotrofoblastos (derivados del cono ectoplacentario) la cual es limitada 

por una capa discontinua de células gigantes del trofoblasto que aíslan al 

embrión de la decidua materna. 

 

 

La patología diabética 

 

 La diabetes mellitus es una patología crónica cuya prevalencia se 

incrementa año a año estimándose que para el año 2030 afectará al 4,4% 

de la población mundial (Wild y col. 2004). El trastorno de la regulación 

metabólica que acompaña a la diabetes provoca alteraciones 

fisiopatológicas secundarias en muchos sistemas orgánicos, y ocasiona 

 



  

importantes consecuencias económicas y sociales en los pacientes, sus 

familiares y los sistemas de salud de cada país. 

 Existen diferentes tipos de diabetes mellitus y diferentes etapas en 

las que esta patología se induce debido a una compleja interacción entre la 

genética del individuo, factores ambientales y el estilo de vida. 

 A largo plazo, la diabetes se asocia a disfunción e insuficiencia de 

diversos órganos, ocasionando serias complicaciones como ser: la 

retinopatía diabética, la insuficiencia renal, la neuropatía diabética, 

alteraciones cardiovasculares y accidentes cerebro-vasculares, siendo en 

definitiva éstas las causas de la incrementada morbimortalidad presente en 

esta patología (Conget 2002). 

 Dependiendo del tipo de diabetes, los factores que contribuyen a la 

hiperglucemia pueden ser un descenso en la secreción de la insulina, de la 

sensibilidad de la misma, o de ambas (Conget 2002). La hiperglucemia 

induce la producción de altos niveles de especies reactivas del oxígeno en 

detrimento de la capacidad antioxidante, alteraciones nocivas para los 

tejidos (Giacco y Brownlee 2010). Por otro lado, la hipoinsulinemia impide la 

utilización de la glucosa como fuente energética en tejidos insulino-

dependientes, implica una disminución de la tasa anabólica y un 

incremento en los procesos catabólicos que utilizan lípidos como sustrato, 

en detrimento de los procesos adipogénicos y glucogenogénicos. El déficit de 

insulina y/o sus fallas de acción producen, por un lado, un incremento de 

la glucemia debido a la reducida incorporación de glucosa a los tejidos y 

órganos blanco, y a la falta de freno del proceso de gluconeogénesis 

hepática (Efendic y col. 1985), y por otro, un aumento en la lipólisis y en los 

niveles de ácidos grasos circulantes y un incremento en la tasa de oxidación 

de los mismos (Bonadonna y De Fronzo 1991; McGarry 2002).  

   

Diabetes tipo 1 

 

La diabetes mellitus tipo 1 se origina por un proceso autoinmune que 

destruye las células beta pancreáticas, pudiendo encontrarse auto-

anticuerpos en el 85-90% de los pacientes en los que se detecta 

 



  

hiperglucemia por primera vez. Este tipo de diabetes se presenta en un 10-

15 % del total de los pacientes diabéticos.  

 El proceso se inicia frecuentemente luego de una infección viral que 

altera las células ǃ pancreáticas de forma tal que son reconocidas como 

extrañas por el sistema inmune.  

 Es una enfermedad de etiología multifactorial, ya que están 

implicados la susceptibilidad genética, algún factor desencadenante y una 

respuesta inmune determinada. Se caracteriza por aparecer generalmente 

antes de los 30 años de edad y más del 50% de los casos se diagnostica en 

edad pediátrica, teniendo un inicio relativamente brusco que necesita 

rápidamente de la utilización de insulina. Los pacientes presentan una 

sintomatología clásica resultado de la insulinopenia e hiperglucemia, 

caracterizada por: poliuria, polidipsia, polifagia (llamativa porque por lo 

general cursa con pérdida de peso).  

El 80-85% de los pacientes que padece esta patología presenta algún 

marcador serológico en forma de autoanticuerpos, como ser anticuerpo 

anti-islote pancreático (ICA), anticuerpos anti-insulina (AAI), anticuerpos 

anti-decarboxilasa del ácido glutámico (anti-GAD) y anticuerpos anti-

tirosinfosfatasa (anti-IA 2) (Srikanta y col. 1986; Villalba y col. 2008). En los 

pacientes que padecen esta patología se origina una insulinodependencia 

parcial que se vuelve absoluta con el paso del tiempo por lo cual el 

tratamiento de los mismos es la administración de insulina y debe ser 

iniciado apenas el diagnóstico es confirmado. Sin embargo, las dosis de 

insulina empleadas dependerán de los requerimientos individuales 

 

Diabetes tipo 2 

 Es el tipo más prevalente de diabetes. Se produce como resultado de 

mecanismos de resistencia a la insulina asociados con defectos en la 

secreción de esta hormona. La insulino resistencia se caracteriza por 

diversas alteraciones vinculadas con la unión de la insulina a su receptor, 

la función del receptor de insulina y defectos en los mecanismos de 

producción de la hormona, a su vez relacionados con la cantidad y/o la 

eficiencia de los receptores de glucosa en el páncreas endócrino (Unger y 

 



  

Grundy 1985; Comi y col. 1987; Brillon y col. 1989). Esta patología solía 

afectar a individuos adultos, sin embargo actualmente también se 

diagnostica en jóvenes, adolescentes y niños correlacionándose con el 

incremento de la prevalencia de la obesidad en estas edades (Dabelea y col. 

1998; Klein y col. 2004). 

En la etiología de la diabetes de tipo 2 el principal factor 

determinante es el ambiental, marcado por los cambios en el estilo de vida 

ocurridos en el último siglo, tales como malos hábitos alimenticios junto al 

sedentarismo, que conducen al aumento del índice de masa corporal. 

Además, otro factor ambiental que en los últimos años ha comenzado a 

considerarse muy importante dada la mayor incidencia de la diabetes 

gestacional e intolerancia a la glucosa en la gestación, es la programación 

intrauterina. En efecto, la diabetes materna es capaz de inducir alteraciones 

en la función pancreática y en el eje endócrino fetal, aumentando la 

predisposición a padecer diabetes tipo 2, hipertensión, obesidad y diferentes 

enfermedades cardiovasculares en algún momento de la vida postnatal 

(Aerts y Van Assche 2003).  

 La diabetes tipo 2 representa un grave problema socio-sanitario y 

económico, que adquirió características epidemiológicas, sobre todo en 

países occidentales. No existen marcadores específicos para esta patología. 

Sin embargo, debe considerarse la historia familiar de diabetes tipo 2, ya 

que generalmente hay varios miembros de la misma familia afectados en 

diferentes generaciones (Hannon y col. 2005). La presentación clínica de la 

misma suele ser muy variada, puede cursar con la sintomatología típica de 

la hiperglucemia o puede ser prácticamente asintomática. Desafortuna-

damente, una gran cantidad de casos son diagnosticados en forma tardía 

por la ausencia de síntomas cuando ya son evidentes las lesiones propias 

de la enfermedad crónica.  

El tratamiento inicial para este tipo de diabetes es generalmente 

dietario y de estilo de vida, en muchos de los casos necesitarán 

posteriormente tratamientos farmacológicos como aquellos que estimulan la 

secreción pancreática de insulina o incrementan la sensibilidad de la 

respuesta insulínica e incluso muchas veces se requiere la administración 

de insulina. 

 

 



  

Diabetes gestacional 

  

Se denomina diabetes gestacional cuando la diabetes se detecta por 

primera vez en el embarazo. La insulino resistencia es fisiológica durante la 

gestación dado el incremento de la adiposidad materna y el 

redireccionamiento del metabolismo materno por parte de las hormonas 

placentarias (Barbour y col. 2007). Este fenómeno es de vital importancia 

para el feto en desarrollo, ya que incrementa la disponibilidad de glucosa y 

los tejidos fetales utilizan este sustrato como el combustible de elección. 

Normalmente las células ǃ-pancreáticas incrementan la secreción de 

insulina para compensar la insulino resistencia propia de la gestación, lo 

cual implica una sobreexigencia para el páncreas endócrino de la mujer 

gestante. La diabetes gestacional se induce cuando se produce una 

insuficiente secreción de insulina por parte del páncreas, incapaz de cubrir 

las demandas del organismo (Kautzky-Willer y col. 1997).  

 La incidencia de esta patología se ha duplicado en menos de 10 años 

y crece en paralelo con la epidemia de la obesidad (WHO 2003). Esta 

patología tiene implicancias a largo plazo ya que a pesar de que las mujeres 

revierten el estado de diabetes luego del parto, eleva el riesgo de desarrollo 

de diabetes tipo 2 en la madre y de obesidad e intolerancia a la glucosa en 

la descendencia (Van Assche y col. 2001; Aerts y Van Assche 2003). Si bien, 

dada la definición, la diabetes gestacional incluye a aquellas mujeres cuya 

diabetes era preexistente pero no había sido identificada antes de la 

gestación, en la mayoría de los casos la intolerancia a la glucosa se produce 

hacia fines del segundo trimestre de embarazo, cuando es mayor el 

requerimiento insulínico materno y se presentan fallas en el páncreas 

materno para responder en forma adecuada a dicho cambio. Dado que en 

estos últimos casos, el inicio de la enfermedad es posterior al período de 

organogénesis embrionaria, la diabetes gestacional no incrementa el riesgo 

de malformación congénita, a diferencia de lo que ocurre en la diabetes pre-

gestacional donde se incrementa entre 2 y 8 veces el riesgo de 

malformaciones embrionarias. Sin embargo, tanto en la diabetes gestacional 

como pre-gestacional, las anomalías metabólicas que ocurren afectan la 

transferencia de nutrientes materno-fetal, y condicionan un mayor 

crecimiento y adiposidad fetal, relacionados con la programación intra-

 



  

uterina de diversas patologías que incluyen la intolerancia a la glucosa y 

obesidad (Catalano y Kirwan 2001). Además, generan un entorno 

proinflamatorio que condiciona el desarrollo del feto y de la placenta,  y que 

se vincula con la alterada programación intrauterina que condicionará la 

vida adulta del neonato (Radaelli y col. 2003).  

 Las mujeres diabéticas gestacionales muestran diferentes niveles de 

hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, y pueden requerir una 

intervención terapéutica limitada a la dieta o bien la administración de 

insulina (Freinkel y col. 1985). Además, las mujeres diabéticas tipo 2 que 

utilizaban hipoglucemiantes orales deberán utilizar insulina durante su 

embarazo, habiéndose también comenzado a emplearse en forma reciente 

ciertas drogas como la metformina durante la gestación (Simmons 2010).  

 

Modelos experimentales de diabetes 

 

 Diferentes modelos de diabetes experimental han sido desarrollados 

para el estudio de la patología diabética y pueden utilizarse para el estudio 

de la diabetes en la gestación (Jawerbaum y White 2010). Los más 

utilizados son aquellos obtenidos en rata y ratón por la administración de 

drogas como aloxano o estreptozotocina; también pueden utilizarse cepas 

que desarrollan la patología espontáneamente o por manipulación genética 

(Jawerbaum y White 2010). 

 La inducción química de la patología ha sido ampliamente utilizada 

por diversos grupos de trabajo. La estreptozotocina es un antibiótico que se 

obtiene del Streptomices Acharamogenes e induce la muerte específica de 

las células ǃ pancreáticas (Rakieten y col. 1963). La estreptozotocina 

presenta en su estructura química una 2-deoxi glucosa en su cadena 

lateral, que dada su similitud con la glucosa, le permite, a las dosis 

empleadas, unirse de manera específica y con alta afinidad a los receptores 

de glucosa en las células ǃ pancreáticas. Una vez dentro de la célula, la 

droga produce la metilación del ADN causando ruptura y alquilación de su 

estructura, e induciendo a la enzima reparadora del ADN, la poliADP-

ribosa-sintasa, a reparar dicha molécula. Esta enzima utiliza como cofactor 

el NAD+, la depleción de este compuesto en forma conjunta con la 

 



  

sobreproducción de agentes oxidativos y nitrosativos, lleva a la muerte de 

las células ǃ pancreáticas (Junod y col. 1967; Orci y col. 1968). 

 Para generar un modelo experimental de diabetes severa (valores de 

glucemia >250 mg/dl), se administra la estreptozotocina a la rata adulta, lo 

cual ocasiona la destrucción del páncreas endocrino. Este modelo presenta 

muchas de las características de los pacientes con diabetes tipo 1 no 

controlada, tales como hiperglucemia severa, marcada hipoinsulinemia, 

pérdida de peso, cetoacidosis, polifagia, polidipsia y poliuria, y en las 

hembras, profundas fallas en el mantenimiento del ciclo estral luego de los 

10-15 días posteriores a la administración de la droga (Junod y col. 1967). 

La incrementada tasa de malformaciones embrionarias observadas en este 

modelo experimental facilita el estudio del mecanismo de inducción de las 

mismas (Jawerbaum y col. 2000; Jawerbaum y White 2010). 

 Se puede generar un modelo murino de diabetes moderada (valores 

de glucemia entre 150 y 250 mg/dl) administrándose estreptozotocina por 

vía subcutánea en el neonato (Portha y col. 1979). Esta metodología se basa 

en la capacidad del páncreas neonatal de recuperarse parcialmente por 

regeneración de células indiferenciadas que aún se conservan a las 24-48 

horas de vida post-natal. Se obtienen animales adultos que cursan una 

diabetes moderada, presentando hiperglucemias que oscilan entre 150 y 

250 mg/dl, insulinemia ligeramente disminuida y ausencia de cetoacidosis 

(Portha y col. 1979). Este modelo presenta niveles de glucemia semejantes a 

aquellos frecuentemente encontrados en pacientes diabéticos, aún bajo 

tratamiento insulínico. El mismo es compatible con la preñez a término por 

lo cual permite evaluar el desarrollo fetal y placentario a lo largo de la 

gestación diabética (Jawerbaum y White 2010). 

 

Adaptaciones del metabolismo materno a la gestación  e 

impacto de la diabetes materna 

  

 Durante la gestación, el desarrollo fetal depende de la disponibilidad 

de nutrientes que provienen de la circulación materna transportados a 

través de la placenta. El metabolismo materno se modifica para asegurar un 

continuo aporte de nutrientes al feto en desarrollo, a pesar de la 

 



  

intermitente ingesta de alimentos por parte de la madre (Freinkel 1980). 

Las hormonas producidas durante la gestación son: gonadotrofina 

coriónica humana, lactógeno placentaria, prolactina, progesterona, 

estrógenos y cortisol; éstas juegan un papel muy importante en la 

regulación de estos cambios metabólicos. 

 Durante los primeros dos tercios de la gestación, la madre acumula 

una cantidad importante de nutrientes, principalmente como depósitos de 

grasa (Lopez-Luna y col. 1986) como resultado del desarrollo de 

hiperinsulinemia y sensibilidad normal o aumentada a la insulina en 

combinación con la hiperfagia y el limitado crecimiento fetal de esta etapa, 

generándose un estado anabólico (Buch y col. 1986; Ramos y col. 2003). 

Durante el último tercio de la gestación, el metabolismo de la madre cambia 

de la condición anabólica previa, a una condición catabólica en términos del 

aumento de la lipólisis en el tejido adiposo, facilitado por el desarrollo de 

una condición insulino-resistente (Cousins 1991). En este período de la 

gestación la madre tiende a desarrollar hipoglucemia, a pesar de presentar 

un incremento en la gluconeogénesis y una menor utilización de este 

carbohidrato por parte de los tejidos maternos en respuesta a la insulino 

resistencia. Esta hipoglucemia es el resultado de una elevada tasa de 

transferencia de glucosa hacia el feto dado que la misma es el principal 

sustrato oxidable que utiliza el feto (Herrera y col. 1985).  

 El aumento de la producción de progesterona durante la primer parte 

de la gestación es en parte responsable de la hiperinsulinemia, la 

hiperfagia, la hipertrofia de los islotes pancreáticos, el incremento de 

depósitos de lípidos en tejido adiposo y de la disminución de la síntesis de 

glucógeno en adipocitos y músculo. Hacia fines de la gestación prepara las 

glándulas mamarias para la lactancia (Kalkhoff 1982). Por otro lado, la 

producción incrementada de estrógenos durante la gestación activa las vías 

de síntesis de glucosa e inhibe las enzimas limitantes del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos a nivel hepático (Diamant y col. 1975). 

 Las hormonas hCG y lactógeno placentario son producidas por la 

placenta, la primera tiene efectos sobre el metabolismo placentario, 

estimulando la glucogenolisis y glucólisis en este tejido, sin embargo su 

principal función es la de regular la producción hormonal (Demers y col. 

1973; Diamant y col. 1975; Ryan y Enns 1988). La hormona lactógeno 

 



  

placentaria, producida durante la gestación humana y murina, favorece la 

producción pancreática de insulina, induce insulino resistencia, y en 

consecuencia favorece la gluconeogénesis e inhibe la glucogenogénesis en 

tejido muscular, estimulando la lipólisis en tejido adiposo (Ryan y Enns 

1988; Brelje y col. 1993). 

 Dado que la patología diabética presenta insulino resistencia, 

hiperglucemia e hiperlipidemia, durante la gestación diabética ocurre una 

exacerbación de las características metabólicas propias del embarazo 

generada por la resistencia insulínica fisiológica producto de las hormonas 

de la preñez. La insulino resistencia de los tejidos periféricos aumenta la 

demanda de insulina y en muchos casos el tratamiento con insulina se 

suma al tratamiento dietario para contrarrestar la hiperglucemia y la 

hiperlipidemia. Hacia el final de la gestación se favorecen los mecanismos 

de producción de cetonas y oxidación de lípidos, por lo tanto, si la insulina 

no es suficiente podrá producirse cetoacidosis, peligrosa para la gestante y 

el feto en desarrollo. Además, la patología diabética durante la gestación 

altera la producción hormonal, lo que complica aún más el cuadro diabético 

(Tesone y col. 1983; Camus-Bablon y col. 1990).   

 La diabetes en el embarazo induce anomalías en el desarrollo 

embrionario, observándose incrementos en los índices de abortos 

espontáneos, anomalías congénitas, patologías perinatales como distrés 

respiratorio e hipoglucemia neonatal entre otras, como así también 

patologías que serán evidentes en la adolescencia o en la etapa adulta de la 

descendencia (Kitzmiller y col. 1978; Mills y col. 1979; Martinez-Frias y col. 

1998; Simeoni y Barker 2009).  

 En embriones pre-implantatorios, la hiperglucemia provoca 

alteraciones en el transporte de glucosa y un incremento en la apoptosis 

de células del blastocisto, particularmente en las localizadas en la masa 

celular interna, que darán origen al embrión (Moley 2001; Chi y col. 2002; 

Jungheim y Moley 2008). En estos embriones se oberva también retraso 

de crecimiento y menor viabilidad en cultivo (Diamond y col. 1989; 

Vercheval y col. 1990; Moley y col. 1991).  

 La mayoría de las malformaciones que se inducen en la patología 

diabética ocurren en la fase crítica de organogénesis (en el humano antes de 

la 7ma semana de gestación y en la rata antes del día 13.5 de gestación) 

 



  

(Eriksson y col. 1989). Las principales malformaciones observadas tanto en 

el humano como en modelos experimentales de diabetes son el resultado de 

alteraciones en el desarrollo cardíaco y durante el cierre del tubo neural, 

que desencadena patologías como el tronco arterioso persistente, defectos 

septo-ventriculares, espina bífida, diversos grados de anencefalia, 

holoprosencefalia, así como otras alteraciones en el desarrollo y función del 

sistema nervioso central (Farrell y col. 2002; Wren y col. 2003; Molin y col. 

2004; Dheen y col. 2009). Asimismo, son importantes las fallas en el 

sistema urinario, en el desarrollo pulmonar, en la formación de la 

mandíbula y maxilar y otras dismorfogénesis del esqueleto (Mills y col. 

1979; Singh y Feigelson 1983; Martinez-Frias y col. 1998). 

 En cuanto a los mecanismos involucrados en inducción de 

malformaciones, se conoce que la hiperglucemia, la cetonemia, el 

incremento en aminoácidos ramificados en suero y la trigliceridemia en la 

gestación diabética inducen alteraciones metabólicas y en los sistemas de 

señalización celular (Buchanan y col. 1994; Styrud y col. 1995) dando lugar 

a anomalías en el metabolismo del inositol (precursor de fosfatidilinositol y 

diacilglicerol) (Sussman y Matschinsky 1988), a incrementos en la 

activación de la vía de los polioles (en la cual la glucosa es metabolizada a 

sorbitol) (Hod y col. 1986), a alteraciones en el metabolismo del ácido 

araquidónico (Piddington y col. 1996; Jawerbaum y Gonzalez 2005) y a 

incrementos en la formación de especies reactivas del oxigeno (Eriksson y 

col. 1991; Eriksson y Borg 1993; King y Loeken 2004; Eriksson 2009). 

 En efecto, se observa estrés oxidativo a nivel embrionario inducido 

por la diabetes materna (Ornoy 2007) relacionado con una inhibición en la 

expresión del gen Pax3 que induce alteraciones en la migración de células 

de la cresta neural generando anomalias en el cono de salida ventricular, 

habiéndose observado también que alteraciones en la expresión de Pax3 se 

relacionan con los defectos de tubo neural inducidos por la diabetes (Fine y 

col. 1999; Morgan y col. 2008). En forma consecuente, se evidencia un 

incremento de la apoptosis en el embrión durante la etapa de organogénesis 

temprana (Fine y col. 1999; Gareskog y col. 2007). 

 Si bien el período de organogénesis temprana es el de mayor 

susceptibilidad a la inducción de malformaciones congénitas, las anomalías 

inducidas por la diabetes luego de la placentación son también relevantes 

 



  

ya que dan lugar a alteraciones que estarán vinculadas a anomalías de 

desarrollo fetal y neonatal. Dichas anomalías, como el distrés respiratorio 

fetal y la macrosomía, podrán comprometer el desarrollo de órganos como el 

páncreas, riñones, pulmones y corazón, dando origen a enfermedades que 

se presentarán en la vida adulta del hijo de madre diabética (Aerts y Van 

Assche 2003). Los daños generados por la hiperglucemia materna también 

están presentes en la placenta y afectan tanto su estructura morfológica como 

su función, condicionando, de acuerdo a la severidad de dicho daño, 

alteraciones que comprometerán el crecimiento y desarrollo del feto (Shafrir y 

Barash 1991; Leach y col. 2009). Dichas alteraciones pueden dar lugar a la 

restricción del crecimiento fetal en los casos en que se generan condiciones 

hipóxicas y de menor perfusión (Eriksson y Jansson 1984), mientras que se 

genera macrosomía en aquellos casos en que existe un mayor transporte de 

nutrientes a través de la placenta, debido a los mayores niveles de metabolitos 

circulantes en la madre, y al límite que posee la placenta para acumular los 

sustratos de origen materno que se proveen en exceso (Jansson y col. 2006). 

 A pesar del avance en el cuidado de la gestante con diabetes, las 

malformaciones embrionarias inducidas por la diabetes materna prevalecen 

en esta patología dadas las dificultades en el estricto control metabólico a 

través de la dieta y la administración de insulina durante la gestación (Yang 

y col. 2006). Resta mucho aún por aclarar sobre los mecanismos que, 

debido a las alteraciones metabólicas maternas, inducen daño embrionario 

a nivel morfológico y de desarrollo, constituyendo lo que se denomina 

“embriopatía diabética”. El estudio de los mecanismos que participan en 

la inducción de la embriopatía diabética nos permitirá el desarrollo de 

nuevas terapéuticas para el tratamiento de dichas malformaciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Prostanoides 

 

Estructura y función biológica de los prostanoides 

  

 Los prostanoides (prostaglandinas y tromboxanos) comprenden una 

gran familia de lípidos biológicamente activos derivados de ácidos grasos 

poliinsaturados de 20 carbonos en donde la inserción del oxígeno produce la 

formación de un anillo (Figura 6). 

 Las prostaglandinas (PGs) se clasifican en base a los sustituyentes 

del anillo pentano (PGs A, B, C, D, E, F, G, H e I) y también en base al 

número de dobles enlaces en las cadenas laterales (A1, A2, E1, E2, etc.). 

 Se conocen tres familias principales de PGs naturales de acuerdo a la 

cantidad de dobles enlaces que poseen en sus cadenas laterales y al 

sustrato utilizado para su síntesis, las prostaglandinas de la serie 1, 2 y 3, 

utilizan el ácido dihommo-Ǆ-linolénico, ácido araquidónico y ácido 

eicosapentaenoico respectivamente (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

 

 Figura 6. Esquema de las diferentes series de PGs. 

 



  

 En particular, el ácido araquidónico es liberado a partir de 

fosfolípidos de membrana principalmente a través de la acción de la enzima 

fosfolipasa A2 (Kudo y Murakami 2002). El ácido araquidónico, considerado 

un ácido graso esencial, proviene de la dieta o por desaturación y 

elongación del ácido linoleico, también un ácido graso esencial que no 

puede ser sintetizado por los mamíferos (Smith 1989). 

 Las enzimas que catalizan la formación de las prostaglandinas son 

las ciclooxigenasas (COXs) o prostaglandina H sintasas (PGHS), las cuales 

presentan dos isoformas principales, COX-1 y COX-2 (o PGH sintasa 1 y 2), 

habiéndose identificado también a la COX-3, generada por splicing 

alternativo a partir del gen que codifica a COX-1 (Feng y col. 1993; Munroe 

y Lau 1995; Chandrasekharan y col. 2002). Las enzimas COXs se han 

identificado en membranas celulares, asociadas a la capa lipídica interna de 

membranas tanto del retículo endoplasmático como de la envoltura  

nuclear. Esta localización diferente se ha vinculado con la capacidad de 

sintetizar prostanoides que serán, en el primer caso, liberados al medio 

extracelular para actuar en forma parácrina a través de receptores de 

membrana, mientras que en el segundo caso conducirá a la formación de 

prostaglandinas que interactuarán con receptores nucleares (Morita y col. 

1995; Spencer y col. 1998). 

 Las enzimas COXs son bifuncionales, ya que primero convierten ácido 

araquidónico en PGG2 intermediaria (ciclooxigenación), y luego reducen 

PGG2 por peroxidación para generar PGH2 (Ueno y col. 2001). Una 

variedad de sintasas específicas terminales, convierten a PGH2 en los 

distintos prostanoides estables (TXA2, PGF2ǂ, PGE2, PGD2, PGI2) (Helliwell 

y col. 2004) (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

Figura 7. Síntesis de PGs. Esquema adaptado de Gupta y Dubois 2001. 

 

 

 Las prostaglandinas pueden ser rápidamente sintetizadas de novo 

por la mayoría de las células y actúan de forma autocrina y paracrina. La 

presencia de prostaglandinas ha sido detectada en casi todos los tejidos 

ejerciendo un amplio espectro de funciones biológicas. Entre otras, 

contribuyen en la inflamación, el mantenimiento del tono del músculo liso, 

la hemostasis, la trombosis, las secreciones gastrointestinales, y participan 

en diversos procesos reproductivos (Tsuboi y col. 2002). 

 



  

La PGE2 puede sintetizarse virtualmente por cualquier tipo celular de 

forma constitutiva o luego de estimulación y puede actuar a través de 

diferentes receptores, por este motivo, sus efectos biológicos son diversos y 

muy complejos dependiendo de la concentración de PGE2, del tipo tisular o 

del subtipo de receptor expresado en la células blanco (Funk 2001; 

Sugimoto y Narumiya 2007). 

Se han descripto hasta ahora cuatro receptores para la PGE2, 

denominados EP1-4. Estos receptores pueden encontrarse en la membrana 

plasmática pero también se han observado en la membrana nuclear 

(Bhattacharya y col. 1998). Estudios con ratones knockout para los 

receptores de PGE2, han demostrado que la misma tiene un rol tanto en 

procesos fisiológicos como en situaciones patológicas (Kobayashi y Narumiya 

2002). Ha sido ampliamente estudiada en cáncer, dado que sus niveles se 

encuentran incrementados en varios tipos de tumores humanos (LeFever y 

Funahashi 1990; Rigas y col. 1993). Actualmente se encuentra en estudio la 

PGE sintasa como blanco terapéutico para el tratamiento de las patologías 

relacionadas con desbalances en PGE2 (Samuelsson y col. 2007). 

La PGE2 se encuentra involucrada en procesos inflamatorios como 

dolor, edema, enrojecimiento y al ser una PG vasodilatadora contribuye a 

incrementar el flujo sanguíneo a los tejidos inflamados (Funk 2001). También 

es una PG moduladora de la respuesta inmune (Harris y col. 2002). 

Un balance en la síntesis de la PGD2, PG antiinflamatoria, y PGE2 

con propiedades proinflamatorias determina la estabilidad de la placa 

ateroesclerótica en humanos (Cipollone y col. 2004). 

En el tracto gastrointestinal, la PGE2 tiene un rol en la protección 

gástrica por mucosa y en la secreción y motilidad gastrointestinal, también 

se encuentra involucrada en patologías inflamatorias como la enfermedad 

de Crohn, otras infecciosas y en el cáncer colorrectal (Ahrenstedt y col. 

1994; Eberhart y col. 1994; Resta-Lenert y Barrett 2002).  

 La ciclopentanona 15deoxy- Δ 12,14 prostaglandina J2 (15dPGJ2) es un 

derivado de PGD2 que posee importantes propiedades antiinflamatorias. 

Utilizando un modelo de inflamación en rata, se observó que COX-2 ejerce 

funciones pro-inflamatorias a través del incremento en la síntesis de PGE2 

durante el desarrollo de la inflamación, pero ejerce funciones anti-

 



  

inflamatorias mediadas por la generación de PGD2 y 15dPGJ2 durante la 

fase de resolución de los procesos inflamatorios (Gilroy y col. 1999). 

 En contraste con las prostaglandinas clásicas, que se unen a receptores 

de membrana específicos acoplados a proteína G (Coleman y col. 1994), no se 

ha encontrado un receptor transmembrana específico para 15dPGJ2, aunque 

tiene una débil actividad agonista con el receptor de PGD2 en células natural 

killer y neutrófilos (Zhang y Young 2002). En cambio, la 15dPGJ2 puede 

ejercer sus efectos a través de interacciones con blancos intracelulares, 

incluyendo receptores nucleares, así como también proteínas no receptoras 

cuya función es modificada por la interacción covalente con 15dPGJ2.  

El blanco de 15dPGJ2 intracelular mejor estudiado es el receptor 

activado por proliferadores peroxisomales  (PPAR). En efecto los PPARs 

han demostrado ser los receptores de varios prostanoides (Yu y col. 1995; 

Forman y col. 1997). La función de estos receptores nucleares se describirá 

con más detalle posteriormente.  

También la PGI2 ejerce varias de sus funciones activando a PPARǅ. 

La PGI2 es una de las más abundantes PGs en la vasculatura, y algunos de 

sus efectos como la vasodilatación son mediados en parte mediante la 

activación de PPARǅ, mientras que su función anticoagulante es ejercida 

principalmente por su receptor de membrana, receptor de siete pasos 

transmembrana acoplado a proteina G (Mitchell y col. 2008).  

En cardiomiocitos, la PGI2 mediante la activación de PPARǅ regula la 

expresión del gen de la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1), enzima 

limitante de la beta oxidación de ácidos grasos (Kuroda y col. 2007). 

Alteraciones en el gen de la PGI sintasa han sido relacionadas con un 

incremento en la incidencia de infarto de miocardio (Nakayama y col. 2002).  

La PGI2 se encuentra involucrada en el mantenimiento de la 

homeostasis renal (Nasrallah y Hebert 2005) y, de forma interesante, se 

observó que existe una reducción en la expresión del receptor de membrana 

de PGI2 en el riñón de ratas diabéticas (Nasrallah y Hebert 2004).  

También se observó que ejerce efectos citoprotectores en cerebro, 

previniendo el daño neuronal (Satoh y col. 1999) y que posee un rol en el 

control del desarrollo de cáncer pulmonar (Tennis y col. 2010). 

La acción de la PGI2 es contrarrestada por la del tromboxano A2 (TXA2) 

que es un potente inductor de la agregación plaquetaria, de la vasoconstricción 

 



  

y de la broncoconstricción (Hamberg y col. 1975; Svensson y col. 1976; 

Moncada y Vane 1978). TXA2 juega un rol importante en situaciones 

patofisiológicas como el infarto de miocardio, angina de pecho inestable, 

desórdenes trombóticos, hipertensión pulmonar y asma (Hamm y col. 1987; 

Fitzgerald y col. 1989; Dogne y col. 2002). Alteraciones en el balance PGI2/TXA2 

se encuentran relacionados con la aterosclerosis (Pratico y col. 2000).  

En la patología diabética se observa un incremento en la síntesis de 

varios prostanoides mediado por un aumento en la expresión de COX2 que 

influye en la homeostasis vascular (Bagi y col. 2006). El perfil de 

prostanoides sintetizado es tejido específico y se determina por la expresión 

y acción de las PGs sintasas (Bagi y col. 2006). Niveles incrementados de 

PGE2 y PGI2 se han encontrado en la microvasculatura del músculo 

esquelético de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (Myers y col. 

1985). También en la retina de ratas diabéticas se observaron incrementos 

de la PGE2  (Ayalasomayajula y col. 2004). En el desarrollo de la nefropatía 

diabética se encuentran involucradas alteraciones en PGs vasodilatadoras 

glomerulares como PGE2 y PGI2 junto a una acción local constrictora de las 

arteriolas eferentes renales por TXA2 (Cherney y col. 2008).  

 

Prostanoides en los procesos reproductivos fisiológicos e 

impacto de la diabetes mellitus 

 

Debe destacarse la importancia de las PGs en varios aspectos 

reproductivos que incluyen la ovulación, la implantación, procesos de 

morfogénesis y de desarrollo embrionario, la función placentaria y en 

procesos vinculados al parto y al desarrollo postnatal (Fuchs y Fuchs 1984; 

Norwitz y col. 2001; Jawerbaum y Gonzalez 2005; Stouffer y col. 2007).  

La PGE2 es un componente clave de la ovulación (Davis y col. 1999). 

Además, se ha observado que existe un incremento en la producción de 

PGI2 durante el comienzo del desarrollo del cuerpo lúteo en la cabra 

(Kawate y col. 2004).  

En el embrión normal, durante el período de pre-implantación, se 

sintetizan PGs que se encuentran involucradas en el transporte embrionario 

a través del tracto genital femenino y son requeridas para el anclaje del 

 



  

blastocisto al endometrio (Baskar y col. 1981). En humanos, el oviducto 

secreta altas concentraciones de PGI2 (Huang y col. 2002) y en embriones de 

ratones en cultivo, el suplemento del medio de cultivo con PGI2 incrementa 

la salida de los blastocistos de la zona pelúcida y el número de 

implantaciones (Huang y col. 2003; Huang y col. 2004). 

 El proceso de implantación requiere la biosíntesis de PGs como 

mediadores del incremento en la permeabilidad vascular endometrial para 

la implantación del blastocisto y la decidualización (Wang y Dey 2005). 

PGE2 y PGF2ǂ, son PGs pro-inflamatorias cuyos niveles aumentan en el 

útero durante los días peri-implantatorios y disminuyen en el período post-

implantatorio (Novaro y col. 1996; Novaro y col. 1998). PGE2 y PGI2 se 

encuentran claramente involucradas en el proceso de decidualización (Lim y 

Dey 2000; Gillio-Meina y col. 2009). 

Se destacan los hallazgos que identificaron la importancia de la 

prostaciclina (PGI2) durante el proceso implantatorio (Lim y col. 1999). En 

efecto, los ratones deficientes para COX-2 son infértiles, y la administración 

de PGI2 revierte dicha anomalía y permite la implantación y el posterior 

desarrollo embrionario mediante la activación de PPARǅ por dicha PG (Lim y 

Dey 2000). También la PGE2 tiene un rol clave durante la implantación en 

ratas (Lim y col. 1999; Cong y col. 2006). 

 Investigaciones sobre la influencia de la diabetes durante la 

implantación, han mostrado que los niveles de PGE2 y de la citoquina pro-

inflamatoria TNFǂ se incrementan en el útero de las ratas diabéticas durante 

la implantación; incremento que permanece luego de la implantación 

(Pampfer y col. 1997; Novaro y col. 1998). De este modo, la sobreproducción 

de estos agentes pro-inflamatorios en el útero diabético puede alterar el 

proceso normal de implantación y ser uno de los probables mecanismos del 

incremento de abortos, posiblemente debido a potentes efectos de PGE2 sobre 

la contractilidad uterina o quizás simplemente por interrumpir el delicado 

diálogo embrión-endometrio (Jawerbaum y Gonzalez 2005). 

 En embriones de ratas diabéticas durante el período del 

organogénesis temprana cobra relevancia el defecto en la producción y 

liberación de PGE2 (Jawerbaum y col. 2000), PG necesaria para el cierre de 

tubo neural; y cuyos reducidos niveles se vinculan claramente al 

incremento en los defectos de cierre de tubo neural inducidos por la 

 



  

diabetes materna, principal malformación congénita inducida por esta 

patología (Jawerbaum y Gonzalez 2005). Por otro lado se ha observado una 

reducción en la producción de 15dPGJ2 en embriones de rata diabética en 

etapa de organogénesis temprana (Jawerbaum y col. 2002).  

 Los niveles séricos de TXA2 y PGF2ǂ se encuentran incrementados 

durante la preeclampsia (Friedman 1988; Granger y col. 2001) y en la 

placenta diabética se evidencian incrementos en la relación TXA2/PGI2 que 

implican, tal como ocurre en otras patologías como la arteriosclerosis, 

importantes anomalías en el flujo sanguíneo por incremento de 

prostanoides vasoconstrictores y menor producción de prostanoides 

vasodilatadores (Kuhn y col. 1990).  

 Durante el parto, tanto la PGF2ǂ como la PGE2 tienen roles 

fundamentales habiéndose observado un incremento de las mismas en el 

amnios y la decidua (Olson y col. 1983; Khan y col. 1992; Schellenberg y 

Kirkby 1997). 

 La PGE2 es un importante vasodilatador en el neonato, en particular 

tiene un importante efecto relajante en el tono vascular del ductus arterioso, 

arteria que conecta la aorta con la arteria pulmonar durante el desarrollo 

fetal. De forma interesante, este efecto se pierde en el recién nacido cuando el 

ductus arterioso debe cerrarse para un normal desarrollo de la circulación 

aórtico y pulmonar (Clyman y col. 1983; Abrams y col. 1995).  

 

Las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno 

 

Las especies reactivas del oxígeno 

 

 Los radicales libres son especies químicas capaces de existir en 

forma independiente que contienen electrones desapareados por lo cual son 

sumamente reactivos y generan reacciones en cadena. El oxígeno molecular 

(O2) es indispensable para muchos procesos metabólicos vitales para la vida 

aerobia, sin embargo si los individuos son expuestos a concentraciones 

elevadas, pueden sufrir daños que pueden ser tanto reversibles como 

irreversibles o incluso inducir muerte celular. El O2 es un di-radical que 

 



  

requiere de cuatro electrones para su completa reducción a agua como 

producto final de la cadena de transporte de electrones (Figura 8).  

 Las reacciones de donación de electrones al O2, generan especies 

reactivas del oxígeno (ROS) como productos intermedios, las cuales pueden 

ser radicalarias como el anión superóxido (O2.-) y el hidroxilo (compuestos 

altamentes reactivos), y no radicalarias como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) (Figura 8) (Giordano 2005). 

 Las ROS pueden ser generadas por una gran variedad de 

mecanismos en las células de organismos con metabolismo aerobio. Son 

producidos principalmente en mitocondrias, como así también en 

peroxisomas, citosol y retículo endoplásmico.  
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Figura 8. Esquema de reducción del oxígeno molecular. 

 

 Las ROS pueden también ser producidas en los tejidos por acción 

enzimática, por enzimas como la óxido nítrico sintasa, la xantina oxidasa, 

NADPH oxidasa y citocromo P450. También se producen en el proceso de 

autooxidación de catecolaminas, el metabolismo del ácido araquidónico y en 

la cadena respiratoria mitocondrial (Xia y col. 1998; Griendling y col. 2000). 

 En las células existen sistemas de defensa específicos, cuya función 

es la de metabolizar las ROS. Los mismos se denominan sistemas de 

defensa antioxidante y se los puede clasificar en dos grandes grupos: 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. Dentro del primer grupo 

encontramos a enzimas como la superóxido dismutasa, catalasa y glutatión 

peroxidasa, mientras que formando parte de los antioxidantes no 

enzimáticos podemos nombrar al glutatión, ácido ascórbico, ácido úrico, 

vitamina E, coenzima Q10 y los carotenos (Nordberg y Arner 2001). 

 



  

 El estrés oxidativo es una situación en la cual las concentraciones 

intracelulares de las ROS se encuentran incrementadas sobre los valores 

fisiológicos. Puede producirse por aumento en la velocidad de producción de 

las mismas, una disminución de los niveles de antioxidantes o una 

combinación de ambas (Sies y Cadenas 1985). 

 

 

Función biológica de las especies reactivas del oxígeno 

  

 Entre los roles fisiológicos que poseen las ROS podemos mencionar la 

producción de O2.- por parte de las células fagocíticas que participa en la 

eliminación de microorganismos y su intervención en el sistema de defensa 

para eliminar xenobióticos o sustancias pro-cancerígenas. El H2O2 de origen 

mitocondrial, actúa como regulador de las vías de muerte celular (Bindoli y 

col. 2008). Se ha visto a las ROS involucradas en cascadas de señalización 

celular, regulación metabólica y respuestas adaptativas (Turpaev 2002). Las 

ROS producidas durante el ejercicio moderado, son requeridas para una 

normal producción de fuerza por parte del músculo esquelético (Gomez-

Cabrera y col. 2008).  

 Sin embargo, las acciones más ampliamente conocidas de las ROS 

son aquellas vinculadas con un rol patológico, ya que las mismas 

interactúan de manera directa con biomoléculas como lípidos, proteínas y el 

ADN ocasionando daño y muerte celular. Este hecho ocurre cuando se 

produce un importante desbalance entre las especies oxidantes y las anti-

oxidantes, a favor de las primeras (Halliwell 2007). Las ROS producen 

alteraciones a nivel de la estructura proteica, ya que incrementan la 

carboxilación de las proteínas, ocasionando pérdida de su funcionalidad 

(Stadtman y Levine 2003). A nivel del ADN, las ROS inducen la ruptura de 

sus hebras, oxidación de las purinas o entrecruzamiento entre proteínas 

nucleares y el ADN (Suematsu y col. 2003). 

 Se encuentra bien caracterizado el efecto de la peroxidación lipídica 

sobre la función de los lípidos celulares, ocasionando daño a nivel de las 

membranas biológicas, como así también de las organelas, alterando la 

fluidez y estructura de las mismas (Rathore y col. 1998). Del mismo modo, 

el daño producido por las ROS sobre los lípidos bioactivos que median vías 

 



  

de señalización intercelular, conduce a profundas alteraciones de dichas 

vías. Dadas estas acciones deletéreas, las ROS están implicadas en el 

desarrollo de patologías como cáncer, diabetes mellitus, aterosclerosis, 

isquemia, enfermedades neurodegenerativas, etc. (Droge 2002; Spiteller 

2006; Adibhatla y Hatcher 2008). 

 

El óxido nítrico 

  

 El óxido nítrico (NO) es un gas diatómico simple, es un radical libre 

por lo que puede reaccionar con un gran número de moléculas, y el hecho 

de que sea gaseoso facilita su pasaje entre las células y tejidos. Tiene una 

vida media muy corta ya que rápidamente es metabolizado produciendo 

nitratos y nitritos, sus metabolitos estables. Estas propiedades bioquímicas 

hacen que el NO sea una molécula de señalización importante ejerciendo un 

amplio rango de efectos biológicos. 

 El NO es sintetizado a partir del aminoácido L-arginina, mediante la 

acción de una enzima citosólica, la óxido nítrico sintasa (NOS) en casi todas 

las células. Esta reacción enzimática requiere de O2 y NADPH, obteniéndose 

como productos de la misma el NO, NADP y citrulina (Figura 9).  

 

 

 

NO Arginina + O 2 Citrulina + H 2O + 

NADPH NADP

NOS 
 

Figura 9. Síntesis del NO. 

 Existen tres isoformas de la enzima NOS que son codificadas por 

diferentes genes, con diferentes localizaciones, regulaciones, propiedades 

catalíticas y sensibilidad a inhibidores (Forstermann y col. 1994).  La NOS 

neuronal (nNOS o tipo I), NOS inducible (iNOS o  tipo II) y NOS endotelial 

(eNOS o tipo III).  

 



  

 La eNOS se expresa en células endoteliales (Palmer y col. 1988), 

plaquetas (Radomski y col. 1990), células del músculo liso, cardíacas 

(Balligand y col. 1995), células óseas (Fox y Chow 1998) y neuronas (Bredt y 

col. 1990), entre otras. La eNOS se expresa constitutivamente pero su 

expresión puede aumentar por ejemplo por la tensión de roce producida por 

el flujo sanguíneo (Nishida y col. 1992). Su actividad es regulada por Ca2+ y 

calmodulina (Forstermann y col. 1991). 

 La nNOS es una enzima constitutiva, es la fuente predominante de 

NO en las neuronas (Chen y col. 2004; Jiang y col. 2004). La nNOS se 

encuentra presente también en el músculo esquelético, cardíaco y músculo 

liso donde el NO controla el flujo sanguíneo y la contractilidad muscular 

(Schwarz y col. 1999; Xu y col. 1999; Stamler y Meissner 2001; Rothe y col. 

2005). Su actividad, al igual que la eNOS, también es regulada por Ca2+ y 

calmodulina (Bredt y col. 1992).  

 Sin embargo, la iNOS es independiente de la concentración de Ca2+ 

(Kleinert y col. 2003). Su expresión puede inducirse en un amplio rango de 

células y tejidos mediante citoquinas y otros compuestos. Su promotor 

posee sitios de unión para diversos factores de transcripción como AP-1, 

C/EBP, CREB, NF-kB, NF-IL6, p53, Sp1, SRF, STAT, etc. (Kleinert y col. 

2003). Es por ello que su expresión se incrementa en diversos procesos 

patológicos, inflamatorios e infecciosos en muchos tipos celulares como: 

macrófagos, hepatocitos, neutrófilos, células endoteliales, músculo liso 

vascular, etc (Moncada y col. 1991). 

 

Función biológica del óxido nítrico 

 

El NO puede tener tanto propiedades citotóxicas como citoprotectoras 

dependiendo de su concentración. Bajo condiciones fisiológicas cuando la 

producción de NO es baja, interactúa directamente con moléculas 

biológicas. Por otro lado, las reacciones mediadas por las especies reactivas 

del nitrógeno derivadas de la reacción del NO con el O2 o O2.- se producen 

cuando el flujo de NO se encuentra incrementado, por ejemplo durante 

procesos inflamatorios.  

 



  

El NO puede reaccionar rápidamente con otros radicales libres como el 

O2.- formando peroxinitritos, radicales altamente reactivos y tóxicos 

(Beckman y Koppenol 1996). 

 Respecto al mecanismo de acción del NO, este compuesto ejerce sus 

funciones principalmente uniéndose a enzimas que contienen hierro. En 

efecto, la vía de señalización más importante involucra su unión a la 

guanilato ciclasa soluble, una metaloproteína  que contiene un grupo hemo. 

La acción del NO en el sitio activo de la guanilato ciclasa activa la enzima y 

es reponsable de los clásicos efectos mediados por el GMP cíclico y proteína 

kinasa G como la vasodilatación (Denninger y Marletta 1999). 

 Otra de las hemoproteínas que son reguladas por el NO es la 

citocromo C oxidasa. La interacción del NO con esta enzima mitocondrial es 

competitiva con el O2, siendo de esta forma el NO un inhibidor reversible de 

la cadena de respiración mitocondrial que controla el gradiente de O2 en los 

tejidos (Shiva y col. 2001).  

 El NO interactúa también con la hemoglobina y mioglobina, esta 

interacción secuestra el NO previniendo la activación de la guanilato 

ciclasa. Además, la interacción del NO con la hemoglobina promueve su 

transición a una forma de baja afinidad por el oxígeno, estimulando la 

liberación del O2 a los tejidos (Kosaka 1999). 

 Además de regular hemoproteínas, el NO y sus derivados transducen 

señales a través de la oxidación de lípidos y modificación post-traduccional de 

proteínas como la nitración, nitrosilación y oxidación de sus cadenas laterales.  

 Entre las funciones fisiológicas del NO encontramos aquellas donde 

este compuesto actúa como agente regulatorio, siendo la más estudiada la 

relajación del tono vascular (Moncada y col. 1988). El NO interviene en la 

regulación de la activación plaquetaria, causando inhibición de la adhesión 

y agregación, y produciendo disgregación de las plaquetas (Forstermann y 

col. 1994; Alexander 1998). De esta forma el NO producido por la eNOS 

ejerce funciones vasodilatadoras y ejerce acciones antitrombóticas 

(impidiendo la formación de la placa de ateroma).  

 En el sistema nervioso, el NO producido difunde en forma 

retrógrada desde la neurona postsináptica hacia la presináptica, 

produciendo la liberación de neurotransmisores presinápticos. A nivel del 

sistema nervioso periférico se lo considera el mediador de la transmisión 

 



  

no-adrenérgica y no-colinérgica en la musculatura del tracto 

gastrointestinal, respiratorio, y genitourinario (Nathan 1992). Además el 

NO interviene en mecanismos involucrados con la plasticidad neuronal y 

la capacidad de memoria (Arnaiz y col. 2004). 

También el NO actúa como agente antioxidante interviniendo en 

reacciones de tipo rédox donde puede formar complejos con metales (Droge 

2002), inducir la expresión de enzimas antioxidantes e incrementar la 

concentración del glutation intracelular (Jawerbaum y col. 1996; Forman y 

col. 1997; Moellering y col. 1999). 

Los macrófagos son unas de las principales fuentes de NO (Espey y col. 

2000), la producción de este compuesto les permite desarrollar su actividad en 

la defensa del huésped contra agentes patógenos (MacMicking y col. 1997). 

 Una excesiva producción de NO está asociada con muerte celular 

(Murphy 1999), neurotoxicidad (Dawson y col. 1991) e inflamación (Gross y 

Wolin 1995). El NO afecta enzimas claves involucradas en la cascada 

apoptótica a través de la nitración e inhibición de las caspasas y Poli (ADP-

ribosa) polimerasa (PARP) (Li y col. 1997; Sidorkina y col. 2003). Niveles 

incrementados de NO inducen la fosforilación de la proteína p53 disparando 

una respuesta apoptótica (Hussain y col. 2003). Se ha demostrado que la 

iNOS interacciona específicamente con COX-2 nitrándola e incrementando 

su actividad catalítica, estimulando de esta manera la producción de PGs 

en diferentes tejidos (Kim y col. 2005).  

  

Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno en la patología 

diabética 

  

 El NO tiene un papel activo en la destrucción de los islotes de 

Langerhans de las células ǃ pancreáticas que conduce al desarrollo de la 

patología diabética (Gonzalez y col. 2000). 

 La patología diabética está asociada a un incremento del estrés 

oxidativo, el cual juega un importante rol en el desarrollo de las 

complicaciones presentes en esta patología. Los tejidos que son insulino-

independientes para la captación de glucosa, presentan daño tisular 

temprano y son órganos blanco para las principales complicaciones de la 

 



  

diabetes, entre ellos la retina, nervios periféricos y los glomérulos renales 

(Ferreira y col. 1988). El estado de hiperglucemia conduce a la producción de 

productos finales de glicosilación avanzada provocando la pérdida de la 

funcionalidad de biomoléculas. Además, origina un incremento del 

metabolismo de la glucosa que activa vías no tradicionales como la proteína 

quinasa C, la vía de las hexosaminas, la vía de los polioles, exceso de 

oxidación mitocondrial y formación de prostaglandinas con el consecuente 

incremento en la producción de O2.- (Ruderman y col. 1992; Brownlee 2001).  

 Existe evidencia que demuestra que el estado de hiperglucemia 

puede colapsar los sistemas de defensa antioxidante (Boveris y col. 1985). 

Este desbalance rédox conduce a la activación de NF-κB y por lo tanto a 

una sobreexpresión de iNOS, generando más NO (Cosentino y col. 1997). El 

anión superóxido reacciona con el NO generando ONOO-, potente agente 

oxidante que ataca biomoléculas llevando a la disfunción celular por 

múltiples mecanismos (Szabo 2003). El ONOO- causa peroxidación lipídica, 

inhibe el transporte mitocondrial de electrones, genera ruptura de la 

estructura del ADN, produce la nitración de residuos de tirosina y la 

oxidación de grupos sulfhidrilos de las proteínas, interfiriendo con las vías 

de señalización celular (Ischiropoulos y col. 1992).  

 La nitración de la PGI sintasa, enzima generadora de PGI2, PG 

vasodilatadora y el desacoplamiento de la NOS, enzima sintetizadora de NO, 

son ejemplos de cómo las ROS contribuyen a una angiogénesis defectuosa y 

a defectos circulatorios por disminución de agentes vasodilatadores. 

Además, las ROS activan vías proinflamatorias que causan cambios 

epigenéticos en genes pro-inflamatorios que persisten a largo plazo, luego 

de que la glucemia se haya normalizado (Giacco y Brownlee 2010). Existen 

estudios que demuestran que la sobreexpresión de la superóxido 

dismutasa, enzima que facilita la formación de H2O2 a partir de O2·-, en 

ratones trangénicos previene la retinopatía, nefropatía y cardiomiopatía 

diabética (Shen y col. 2006; Zhang y col. 2006; Ceradini y col. 2008). 

 

 

 

 



  

Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno en procesos 

reproductivos fisiológicos e impacto de la diabetes 

  

 El NO está involucrado en múltiples funciones reproductivas, varios 

estudios demostraron que en la ovulación normal el NO está involucrado 

en la sincronicidad de los ciclos estrales, el comportamiento durante el 

apareo, la regulación de la función ovárica, la activación de las gametas, la 

maduración del ovocito y en el proceso de ovulación. También está 

vinculado con la fertilización, la implantación, el proceso de 

decidualización y la división celular del embrión temprano (Jawerbaum y 

col. 1998; Knauf y col. 2001; Norwitz y col. 2001; Thaler y Epel 2003). 

 La formación de la placenta y el rápido crecimiento del 

sinciciotrofoblasto en la gestación temprana, está asociado con un mayor 

requerimiento de flujo sanguíneo en el endometrio. En la gestación se ha 

evidenciado un incremento de nitratos (productos del metabolismo del NO) 

y de nitrosilhemoglobina en sangre de ratas preñadas en relación a las no 

preñadas, este hecho sugiere que existe un incremento en la biosíntesis de 

NO durante la gestación, necesario para cubrir las mayores demandas 

tisulares (Conrad y col. 1993). 

 El NO es el principal regulador del flujo placentario, actúa como un 

potente vasodilator en la circulación feto-placentaria (Myatt y col. 1991), y 

su función es la de mantener el tono basal vascular y atenuar la acción de 

agentes vasoconstrictores tales como los tromboxanos y la endotelina-1 

(Myatt y col. 1992). El NO también interviene en el proceso de 

diferenciación e invasibidad de trofoblastos, y en la angiogenesis durante 

el desarrollo placentario (Novaro y col. 1997; Ahmed y Perkins 2000). 

 También en la gestación existe un aumento fisiológico del estrés 

oxidativo como consecuencia del incremento de la actividad metabólica de 

las mitocondrias presentes en el tejido placentario (Wisdom y col. 1991).  

 Durante la organogénesis temprana el NO actúa como morfógeno 

conduciendo a la diferenciación celular o a la apoptosis, por ello su 

localización y concentración debe estar finamente regulada para una 

normal organogénesis (Lee y Juchau 1994; Jawerbaum y Gonzalez 2005). 

 



  

 Se ha observado que altos niveles de NO en cultivos in vitro inducen 

alteraciones en la morfogénesis de las ramas pulmonares durante la 

organogénesis (Young y col. 2002),  mientras que bajos niveles de este 

agente causan defectos en el desarrollo de los miembros (Tiboni y col. 

2003). Además, diferentes trabajos muestran la influencia del NO en el 

desarrollo y diferenciación neuronal (Peunova y Enikolopov 1995).  

 La vasculogénesis se inicia en el saco vitelino antes que en el 

embrión y se observa que durante este proceso en este tejido, se expresan 

tanto iNOS como eNOS en forma secuencial y que la regulación en la 

producción de NO es fundamental para un desarrollo vascular normal 

(Nath y col. 2004). El NO también interviene en el proceso de 

cardiomiogénesis y en la angiogénesis miocardial, se ha evidenciado que la 

eNOS se expresa constitutivamente en cardiomiocitos en la embriogénesis 

temprana y produce NO (Bloch y col. 1999; Zhao y col. 2002). También se 

ha demostrado que ratones deficientes en eNOS muestran defectos de las 

válvulas cardíacas y del septum ventricular (Feng y col. 2002). En 

roedores, el corazón embrionario expresa iNOS y eNOS en el estadío de 

corazón tubular, este hecho sugiere un importante rol de estas enzimas 

para el desarrollo de este órgano (Bloch y col. 1999). 

 Durante la gestación, el NO mantiene la quiescencia uterina ya que 

a través del aumento del GMP cíclico, mantiene el músculo liso uterino 

relajado. También está involucrado con el desencadenamiento del trabajo 

de parto, momento en el cual se ve incrementada la producción de NO que 

induce la activación de la enzima COX y el consiguiente incremento de 

prostanoides, también involucrados en este evento (Buhimschi y col. 1996; 

Jawerbaum y col. 1996; Gonzalez y col. 1998). 

 En la patología diabética, estudios realizados en los ovarios de ratas 

con diabetes severa, demuestran que a pesar de existir niveles 

incrementados de NO y de actividad NOS, las vías de señalización del NO 

no son funcionales y de hecho los niveles de GMP cíclico se encuentran 

disminuidos (Jawerbaum y col. 1999). 

 Dado que el NO cumple funciones críticas durante el desarrollo 

embrionario, existen múltiples vías regulatorias que controlan la 

concentración de NO requeridas para un desarrollo embrionario normal, 

sin embargo varias de estas vías se encuentran afectadas por la diabetes 

 



  

materna (Jawerbaum y Gonzalez 2005). En efecto se ha evidenciado que 

diversos agentes como la endotelina-1, PGE2, 15deoxydelta12,14PGJ2 y 

leptina regulan negativamente la producción de NO durante la 

organogénesis, y que sus concentraciones se encuentran alteradas en 

embriones y fetos en modelos experimentales de diabetes (Jawerbaum y 

col. 2002; Jawerbaum y col. 2005; White y col. 2007) 

 Se han encontrado niveles de NO incrementados en embriones 

provenientes de diversos modelos experimentales de diabetes, tanto en el 

período de organogénesis temprana como en el período fetal (Jawerbaum y 

col. 2001; Jawerbaum y col. 2005; Pustovrh y col. 2005). También se 

localizaron aumentos de la actividad de la NOS en el corazón de fetos de 

ratas diabéticas (Pustovrh y col. 2007). 

 Asociado a la mayor inducción de malformaciones, los embriones en el 

período de organogénesis temprana presentan daño inducido por 

peroxinitritos en modelos experimentales de diabetes. En los mismos se 

observan altos niveles de residuos de nitrotirosina en el tubo neural, en los 

pliegues neurales y en el corazón en desarrollo (Jawerbaum y col. 2005).  

 Existe amplia evidencia que demuestra que el estrés oxidativo 

cumple un rol importante en la inducción de las complicaciones de la 

diabetes durante la gestación. El daño oxidativo producto de las especies 

radicalarias sobre el ADN, los lípidos y las proteínas en los embriones de 

ratas diabéticas está involucrado en la inducción de eventos teratogénicos 

(Viana y col. 2000).  

 En hígados fetales provenientes de ratas diabéticas en la gestación 

a término se han observado importantes alteraciones como resultado del 

estrés oxidativo presente en el entorno diabético. Dentro de estas 

alteraciones se ha observado la presencia de proteínas carboniladas y de 

peroxidación lipídica, mostrando daño que posiblemente afecta la función 

tanto de proteínas como de lípidos en este órgano (Cederberg y col. 2001). 

 En la placenta diabética, la respuesta vascular a agentes 

vasoactivos se ve afectada por diversos procesos fisiopatológicos como la 

progresiva glicosilación proteica del tejido conectivo de la vasculatura feto-

placentaria (Bucala y col. 1991). Existe una disminuida reactividad de la 

vasculatura feto-placentaria como resultado de las alteraciones 

producidas por el ONOO-, viéndose afectadas las vías de trasducción de 

 



  

señales y los receptores involucrados en ellas ocasionando cambios en la 

contractilidad de la vasculatura feto-placentaria. Esta vasculatura 

disfuncional no permite que la placenta responda en forma adecuada a las 

demandas de oxígeno y nutrientes por parte del feto en desarrollo, hecho 

que podría explicar el incremento en la morbilidad y mortalidad fetal 

presentes en las gestaciones diabéticas (Kossenjans y col. 2000). 

 Al analizar la placenta de rata en el período de post-placentación, se 

han encontrado niveles mayores de NO incluso en modelos experimentales 

de diabetes moderada. En la diabetes moderada se evidencia un claro 

aumento en la actividad de la NOS pero no en los niveles de iNOS o eNOS, 

sugiriéndose que estarían involucrados mecanismos post-transcrip-

cionales en la regulación de la actividad de la NOS en la unidad feto-

placentaria (Pustovrh y col. 2007). El NO modula positivamente los niveles 

de las metaloproteasas de la matriz extracelular, observándose un 

aumento de la actividad de las mismas en la placenta a mediados de la 

gestación, alteraciones vinculadas con los desarreglos en la composición 

de la matriz extracelular presentes en las placentas diabéticas (Pustovrh y 

col. 2005). 

 Se ha observado una producción incrementada de NO en las 

placentas de pacientes diabéticas en comparación con las controles, 

probablemente como consecuencia de una mayor cantidad y actividad de 

las isoformas iNOS y eNOS (Schonfelder y col. 1996; Figueroa y col. 2000; 

Pustovrh y col. 2000). Además, en las placentas de mujeres en la 

gestación a término se han encontrado altos niveles de residuos de 

nitrotirosina, índice del daño producido por ONOO-  (Lyall y col. 1998; 

Kossenjans y col. 2000). 

 

Las metaloproteasas de la matriz extracelular 

 

La matriz extracelular (MEC) fue considerada durante mucho 

tiempo sólo una estructura que brindaba anclaje y soporte mecánico a las 

células en los organismos pluricelulares. Actualmente, se sabe que la 

matriz extracelular es una estructura compleja y dinámica que contiene 

factores de crecimiento, proteínas de unión y otras biomoléculas, como así 

 



  

también sitios de unión de moléculas de superficie celular. La MEC 

interactúa constantemente con las células, las mismas se unen y desunen 

de la MEC secretando proteínas que modifican el ambiente de la MEC. Las 

interacciones MEC-célula median procesos como la supervivencia, 

apoptosis, división y diferenciación celular que son fundamentales 

durante el desarrollo embrionario (Goody y Henry 2010). 

La remodelación dinámica de la MEC depende en gran parte de las 

metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs), una gran familia de 

endopeptidasas zinc-dependientes que, colectivamente, son capaces de 

degradar todos los componentes de la MEC (Nagase y Woessner 1999). 

Actualmente se encuentran descriptas al menos 25 tipos de MMPs 

diferentes en vertebrados, 24 de las cuales se encuentran presentes en 

humanos (Puente y col. 2003). La cercanía evolutiva que relaciona las 

diferentes proteasas componentes de la familia de las MMPs puede verse 

reflejada en la conservación de los dominios que componen su estructura, 

sus mecanismos catalíticos y de regulación.  

La estructura general de las MMPs consiste en un propéptido con 

un interruptor de cisteína, un dominio catalítico, un péptido de unión y 

un dominio hemopexina (ver Figura 10). Sin embargo, la familia de las 

MMPs ha evolucionado en diferentes grupos por remoción de algunos 

dominios o incorporación de otros. 

La familia de las MMPs puede dividirse en 5 subgrupos basados en 

sus sustratos de preferencia o similitudes estructurales:  

1) Las colagenasas que degradan principalmente el colágeno fibrilar. 2) 

Las gelatinasas cuya acción diferencial es degradar principalmente el 

colágeno desnaturalizado pero que también degradan el colágeno de tipo I, 

IV, V, VII, X y IX, la elastina, la fibronectina, la laminina, entre otros 

componentes de la MEC. 3) Las estromelisinas que degradan componentes 

no relacionados con el colágeno presentes en la MEC. 4) Las 

metaloproteasas de membrana (MT-MMPs) que poseen un dominio de 

anclaje a membrana celular, pueden clivar una amplia variedad de 

sustratos componentes de la MEC y son importantes activadores de la 

proMMP2. 5) Las matrilisinas que se caracterizan por la ausencia del 

dominio hemopexina, cumplen importantes roles en la degradación de 

componentes de la MEC como colágeno tipo IV, laminina y entactina (ver 

 



  

Figura 10). Existen también otras MMPs menos caracterizadas, o no 

incluidas dentro de esta clasificación. 

Figura 10. Familia de metaloproteasas. Esquema de Fanjul-Fernandez y col. 2010.  

 

Hace ya varios años que se ha postulado que estas enzimas ejercen 

funciones reguladoras del comportamiento celular también a través del 

procesamiento proteolítico controlado de una amplia variedad de moléculas 

de señalización y regulando la actividad de las mismas. Así las colagenasas 

pueden procesar biomoléculas componentes de la MEC como interleukina-8 

(IL-8) (Tester y col. 2007), factor de necrosis tumoral (TNF (Gearing y col. 

1994) y proteínas de unión al factor de crecimiento tipo insulina (IGFBP). 

Las estromelisinas pueden clivar moléculas como las E-caderinas e IL-1 

(Overall 2002) y participan en la activación de la proMMP9 (Geurts y col. 

2008), y las gelatinasas pueden clivar biomoléculas como TNF(Gearing y 

col. 1994), factor de crecimiento transformante- (TGF(Yu y Stamenkovic 

2000), proteína quimioatractante de monocitos-3 (MCP3) (McQuibban y col. 

2000) y pueden liberar factores crípticos con propiedades anti o pro 

angiogénicas (Egeblad y Werb 2002).  

 



  

La actividad de las MMPs es requerida durante el desarrollo y  en 

procesos fisiológicos para degradar moléculas de la MEC y permitir la 

migración celular, alterar el microambiente de la MEC resultando en la 

regulación del comportamiento celular y modular la actividad de moléculas 

con actividad biológica mediante su clivaje directo o la liberación de su 

unión a la MEC (Vu y Werb 2000)(Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 11. Esquema de acción de MMPs adaptado de Vu y Werb 2000 (A) Las MMPs 
pueden inducir la migración cambiando el fenotipo celular de uno adhesivo a uno no-
adhesivo por degradación de la MEC. (B) Las MMPs pueden alterar el microambiente 
dando lugar a la proliferación, apoptosis o morfogénesis celular. (C) Las MMPs  pueden 
modular la actividad biológica de moléculas como factores de crecimiento, citoquinas o 
de sus receptores por clivaje directo o liberación de su unión a la MEC. 

 

 

 

 

Dado que un exceso de actividad metaloproteásica podría generar 

daño e incluso destrucción tisular, las MMPs están estrictamente reguladas 

a múltiples niveles. La trascripción de las mismas está regulada por 

múltiples estímulos incluyendo citoquinas proinflamatorias, factores de 

crecimiento, glucocorticoides y retinoides (Yan y Boyd 2007). Algunos de los 

factores de transcripción involucrados en la regulación génica de MMPs son 

el activador de proteínas-1 y -2 (AP-1, AP-2), el factor nuclear kappa B 

(NFB) y los transductores y activadores de la transcripción (STAT) (Overall 

y Lopez-Otin 2002).  

Otro de los puntos clave en la regulación de las MMPs es la 

activación del zimógeno. El prodominio mantiene la enzima inactiva por 

medio de la formación de un grupo tiol entre la cisteína del carbono 

 



  

terminal al átomo de zinc del sitio activo. Para que la enzima adquiera 

actividad, la unión cisteína-zinc necesita alterarse, esto puede ocurrir por la 

acción proteolítica de otras MMPs sobre el prodominio o por un cambio 

conformacional producido por un agente químico, como el NO o las ROS 

(Gu y col. 2002; Pustovrh y col. 2002) (Pustovrh y col. 2000; Jian Liu y 

Rosenberg 2005). Cuando esto sucede el grupo tiol se hidrata y la enzima 

adquiere la capacidad de hidrolizar el propéptido para su completa 

activación. Este sistema de regulación lleva el nombre de “interruptor de 

cisteína” (Figura 12). De forma diferente a las otras MMPs, se ha descripto 

que la MMP2 necesita de la presencia de TIMP2 para ser activada por MT1-

MMP. TIMP2 se une al sitio activo de la MT1-MMP y por su dominio 

carboxilo terminal al dominio tipo hemopexina de la MMP2 (Visse y Nagase 

2003). Por otro lado, recientes estudios señalan que en presencia de ciertos 

sustratos, la MMP2 puede ser activa aún incluso en su forma de zimógeno 

(Ra y Parks 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Activación de las prometaloproteasas. Esquema adaptado de  
Somerville 2003. 

 

Una vez activa, existen múltiples inhibidores que pueden regular la 

actividad de las MMPs. Al menos cuatro clases de inhibidores de las MMPs 

están presenten en los espacios extracelulares y en los fluidos corporales, 

los más relevantes son los inhibidores tisulares de las metaloproteasas 

(TIMPs), proteínas de 20 a 30 kDa que interaccionan de manera directa con 

 



  

las MMPs uniéndose al sitio activo por medio de un pequeño número de 

aminoácidos. Actualmente están descriptos cuatro TIMPs: TIMP1, TIMP2, 

TIMP3 y TIMP4, los mismos poseen la capacidad de inhibir todas las MMPs 

y serán descriptos con más detalle en la siguiente sección. 

Entre las otras clases de inhibidores, un pequeño péptido derivado de 

la proteólisis de la procolágeno-C-proteinasa presenta alta afinidad con la 

secuencia aminoácidica de los TIMPs e inhibe a las MMPs por un 

mecanismo similar al de éstos (Mott y col. 2000), y una proteína de 

membrana denominada RECK puede regular la actividad de las MMP-2, 

MMP-9 y MT1-MMP por interaccionar con su sitio activo (Oh y col. 2001). 

Por último, se encuentra la 2-macroglobulina (2-M), una proteína 

plasmática que puede actuar como capturador de las MMPs, dado que su 

clivaje por MMPs origina un rápido cambio conformacional que resulta en 

una unión covalente que inhibe la actividad de la propias MMPs. Este 

complejo es luego internalizado y destruido por las células (Barrett 1981).  

Dentro de la familia de MMPs, las MMP2 y MMP9 pertenecientes al 

subgrupo de las gelatinasas han sido ampliamente estudiadas en procesos 

tanto fisiológicos como patológicos. Estructuralmente, se diferencian de 

otras proteasas por contener tres secuencias repetidas similares a la 

fibronectina tipo II en la región amino terminal del dominio catalítico, esto 

le brinda la especificidad para la unión a gelatina (Steffensen y col. 1995) 

(Shipley y col. 1996) (Figura 11). 

Partícipes en múltiples procesos de remodelación tisular, en tejidos 

adultos su desrregulación marca eventos que denotan daño tisular. Se 

observó que la MMP2 se encuentra aumentada en la íntima de las arterias de 

ratas envejecidas (Li y col. 1999) y que tanto la MMP2 como MMP9 se 

encuentran aumentadas en fluidos de heridas dérmicas crónicas (Bullen y 

col. 1995). Además, en diversas patologías como la fibrosis hepática, la 

MMP2 principalmente y, en menor medida, la MMP9 se encuentran 

incrementadas (Arthur 2000); en aterosclerosis, el incremento en la expresión 

de la MMP9 arterial está relacionada con la destrucción de la matriz que lleva 

a la ruptura de la placa ateromatosa (Brown y col. 1995). La MMP9 también 

se incrementa durante la remodelación del ventrículo izquierdo que ocurre 

durante el desarrollo de la insuficiencia cardíaca congestiva (Nagatomo y col. 

2000) y está involucrada en la remodelación del tejido pulmonar que ocurre 

 



  

en respuesta al síndrome de distrés respiratorio (Ricou y col. 1996). También 

se ven involucradas en procesos relacionados con la inmunidad innata dado 

que la MMP2 cliva al factor quimioatractante de monocitos-3 (MCP-3) 

regulando su funcionalidad (McQuibban y col. 2000).  

 

Participación de las MMPs en los procesos reproductivos 

fisiológicos y patológicos 

 

Las MMPs están involucradas en los procesos reproductivos, 

participando activamente en la ovulación, menstruación, decidualización, 

implantación del trofoblasto, desarrollo fetal y dilatación del cérvix en el 

parto (Hulboy y col. 1997; Kaitu'u y col. 2005). Durante la decidualización 

in vivo se observa expresión de MMP2 en las células del estroma 

endometrial (Nuttall y Kennedy 1999), mientras que cuando se induce la 

decidualización en células del estroma endometrial en cultivo, se ve que las 

mismas presentan gran actividad tanto de MMP2 como MMP9 (Matsumoto y 

col. 2009). En roedores se determinó que durante la implantación, la 

invasión del epitelio uterino por el trofoblasto involucra la degradación de la 

membrana basal y de la matriz extracelular endometrial. Esta acción es 

coordinada en conjunto por la secreción de MMP2 y MMP9 por parte del 

blastocisto y la decidua materna. Luego de la implantación, la expresión de 

MMP9 se localiza principalmente en las células gigantes del trofoblasto del 

cono ectoplacentario en ratones (Reponen y col. 1995; Alexander y col. 

1996), mientras que en la rata se observa expresión tanto de la MMP9 como 

de la MMP2 en la zona decidual primaria en el día 6 de preñez y en toda la 

decidua en el día 7 de preñez de rata (Zhao y col. 2002), acorde avanza la 

preñez, se observa la expresión de la MMP2 principalmente localizada en la 

zona de la decidua mesometrial donde ocurre el proceso de placentación 

(Das y col. 1997). En un estadío posterior se observa que la placenta de rata 

secreta MMP2 y MMP9 y su actividad está regulada por los niveles de NO 

placentarios (Pustovrh y col. 2007). 

En humanos se observó que los trofoblastos secretan alta cantidad de 

gelatinasas durante el primer trimestre de gestación, acompañando el 

establecimiento y la diferenciación del órgano placentario (Polette y col. 

 



  

1994). En esta etapa cobra importancia la secreción de MMP9 por parte de 

los trofoblastos que invaden la vasculatura materna y modifican la 

estructura de las arterias espirales (Blankenship y King 1994). Una 

disminución en la secreción de esta proteasa está asociada a la pobre 

invasión de las arterias maternas por parte de los citotrofoblastos y se 

vincula de manera directa con el advenimiento de fallas en la circulación 

placentaria que desencadenan la preeclampsia (de Jager y col. 2003; 

Merchant y Davidge 2004). También se observan niveles incrementados de 

MMP2 en el líquido amniótico durante el segundo trimestre de embarazo en 

pacientes que posteriormente desarrollaron preeclampsia (Lavee y col. 2009). 

Por su parte, el blastocisto murino también libera MMP9 y MMP2 y las 

mismas son sintetizadas por las células trofoblásticas (Brenner y col. 1989; 

Chen y col. 2007). Durante la gastrulación del embrión de pollo, se ha 

observado que la MMP2 está involucrada en la degradación de la membrana 

basal de las células del epiblasto, importante para el ingreso de las células 

mesodérmicas a través de la línea primitiva (Mogi y Toyoizumi 2010). Es 

poco lo que se sabe del rol de las MMPs en el embrión durante el período de 

organogénesis, sin embargo los eventos posteriores de morfogénesis de los 

órganos fetales están caracterizados por el incremento en la actividad de las 

MMPs que participan en la morfogénesis cardíaca (Linask y col. 2005), la 

ramificación de los ductos de la glándula salival, los pulmones y las 

glándulas mamarias (Nakanishi y col. 1986; Witty y col. 1995; Simian y col. 

2001), así como la diferenciación de las estructuras que componen los arcos 

mandibulares (Chin y Werb 1997).  

 

Desregulación de las MMPs en la patología diabética 

 

En la diabetes un gran número de complicaciones están relacionadas 

con un desbalance en la actividad de las MMPs. En estudios realizados en 

pacientes diabéticos con patologías renales crónicas, se observa un 

incremento en los niveles y actividad de las MMP2 y MMP9 que 

correlacionan con rigidez arterial, disfunción endotelial y angiogénesis 

alterada en estos pacientes (Chung y col. 2009). Las personas con diabetes 

tipo 1 poseen niveles incrementados de MMP9 y MMP2 séricas 

 



  

(Gharagozlian y col. 2009) y existe una relación directa entre la progresión 

de angiopatías en pacientes diabéticos tipo 1 con un marcado incremento 

de la MMP-2 plasmática (Derosa y col. 2005). 

Respecto al desarrollo de aterosclerosis, se observa un incremento de 

la actividad de MMP2 y MMP9 sintetizadas por macrófagos en las placas 

ateroescleróticas de pacientes diabéticos  relacionados con un incremento 

en la expresión de la PGE2 sintasa (Cipollone y col. 2001) y del receptor de 

productos finales de glicosilación avanzada (RAGES). Se postula que las 

MMPs inducirían la ruptura de la placa ateromatosa (Cipollone y col. 2003).  

De forma interesante, en modelos experimentales de diabetes se 

determinó que los niveles incrementados de MMP2 plasmáticos son 

responsables de un incremento en la degradación de moléculas de adhesión 

de las uniones estrechas intercelulares, como la ocludina, en la barrera 

hematoencefálica, provocando una mayor permeabilidad en la misma 

(Hawkins y col. 2007). Además, una incrementada actividad de MMP2 y 

MMP9 en homogenatos de tejido ocular de ratas diabéticas se asocia con el 

desarrollo de retinopatías (Bhatt y Addepalli).  

Estudios realizados en nuestro laboratorio, nos muestran que durante 

la gestación, la actividad de MMP9 en tejido placentario de mujeres 

diabéticas pregestacionales a término se encuentra incrementada (Pustovrh 

y col. 2000). Además, estudios desarrollados en modelos experimentales de 

diabetes inducidos por estreptozotocina muestran que durante el período 

peri-implantatorio la MMP-2 se incrementa en tejido uterino diabético 

(Pustovrh y col. 2002) y en la placenta de ratas diabéticas a mediados de la 

gestación se observa un incremento en la expresión y actividad de la MMP2 

y MMP9 (Pustovrh y col. 2005) vinculados a una alta producción de NO y 

especies reactivas del oxígeno (Pustovrh y col. 2005; Pustovrh y col. 2007). 

A su vez a nivel fetal se evidencian también mayores niveles y actividad de 

MMP2 en las ratas diabéticas (Pustovrh y col. 2005). 

 

 

 

 

 

 



  

Los inhibidores tisulares de las metaloproteasas 

 

Los inhibidores tisulares de las metaloproteasas de matriz 

extracelular (TIMPs) son los principales inhibidores naturales de la 

actividad de las MMPs. Hasta ahora, se han caracterizado cuatro TIMPs 

designados TIMP-1, -2, -3, -4. Son moléculas que poseen un peso molecular 

de alrededor de 21 KDa, algunas con capacidad para ser glicosidadas. La 

estructura de los TIMPs tiene seis puentes disulfuro que forman tres loops 

en el dominio N-terminal y tres loops en el dominio C-terminal (Lambert y 

col. 2004) (Figura 13). La mayoría de las funciones biológicas conocidas de 

los TIMPs hasta el momento se atribuyen al dominio N-terminal de la 

proteína; aunque es el dominio C-terminal el que interactúa con el dominio 

hemopexina de las proMMP2 y proMMP9 dejando el dominio N-terminal 

libre para interaccionar con otra MMP, como es el caso del complejo TIMP2-

proMMP2-MT1-MMP; se sabe que bajas concentraciones de TIMP2 se 

vinculan con la activación de la MMP2 mediada por MT1-MMP, mientras 

que altas concentraciones de TIMP2 inhiben la activación de la proMMP2 

mediada por la MT1-MMP (Kinoshita y col. 1998; Kurschat y col. 1999). 

 TIMP1 forma preferencialmente complejos con la proMMP9 (Wilhelm 

y col. 1989), mientras que TIMP3 tiene la capacidad de unirse tanto a la 

proMMP9 como a la proMMP2 (Butler y col. 1999). También TIMP4 puede 

unirse al dominio C-terminal de la proMMP2 (Bigg y col. 1997) y de forma 

interesante también forma complejos TIMP4-proMMP2-MT1-MMP pero que 

en lugar de inducir la activación de la proMMP2 conduce a un mecanismo 

inhibitorio de la activación de dicha proenzima (Bigg y col. 2001). TIMP2 y 

TIMP3 también son efectivos inhibidores de las MMPs de membrana (MT-

MMPs) (Bode y Maskos 2001). TIMP3 también puede inhibir algunos 

miembros de la familia ADAM como ADAM17 y ADAMTS4 y 5 (Amour y col. 

1998; Kashiwagi y col. 2001). 

A pesar de que todos los TIMPs son capaces de inhibir la actividad 

proteolítica de la forma activa de MMPs, difieren en varios aspectos 

incluyendo su solubilidad, su capacidad de glicosilarse, su interacción con 

las proMMPs, el patrón de expresión tisular y la regulación de su expresión. 

 



  

La inhibición de la actividad proteolítica de las MMPs por los 

TIMPs se realiza formando complejos de unión no covalente de 

estequiometría 1:1 con las mismas (Murphy y Willenbrock 1995). Una de 

las cisteínas del dominio N-terminal del TIMP interacciona con el Zn2+ del 

sitio activo de la proMMP protegiendo la hidrólisis del prodominio de la 

proMMP (Brew y Nagase 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Estructura primaria de los TIMPs. Esquema adaptado de Murphy y 

Willenbrock 1995. 

 

 TIMP1 es una proteina soluble y glicosilada con un peso molecular 

de 28.5 a 35 KDa dependiendo de su grado de glicosilación. La glicosilación 

juega un rol importante en su correcto plegamiento, su transporte hacia la 

superficie celular y su estabilidad (Caterina y col. 1998). Se expresa en una 

variedad de células como fibroblastos, células epiteliales y endoteliales, 

osteoblastos, condroicitos, células del músculo liso y varias líneas de células 

tumorales (Welgus y col. 1985; Cawston y col. 1986; Bord y col. 1999). Se 

observa en varios tejidos en el adulto, entre ellos los tejidos reproductivos y 

 



  

en el cerebro, corazón, pulmón y riñón fetales (Nuttall y col. 2004). Estímulos 

externos como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 

crecimiento fibroblástico (b-FGF), ésteres de forbol y citoquinas como las 

interleuquina-6 (IL-6), IL-1 e IL1 inducen la expresión de TIMP1, mientras 

que el ácido retinoico disminuye su expresión en osteoblastos  (Overall 1995; 

Lambert y col. 2004). Además, se sabe que el factor de crecimiento TGF- 

regula positivamente la transcripción de TIMP1 (Overall 1994). 

 Las principales alteraciones de los ratones TIMP1-/- se observan en el 

ciclo reproductivo. Se evidencian anomalías en la duración del estadío de 

estro, alteraciones en la esteroidogénesis durante el desarrollo del cuerpo 

luteo, en la morfología uterina y en los niveles hormonales (Nothnick 2000; 

Nothnick 2003). Utilizando ratones knockout de TIMP1, se determinó que 

esta proteina tiene un rol como regulador de la remodelación tisular 

cardíaca (Roten y col. 2000). Por otro lado, en un modelo murino de 

obesidad inducida por una dieta con alto contenido graso, los ratones 

TIMP1-/-  desarrollan menos tejido adiposo, indicando que TIMP1 tiene un 

rol promotor de la adipogénesis (Lijnen y col. 2003). 

 TIMP2 también es una proteína soluble pero a diferencia de TIMP1, 

TIMP2 no posee sitios de glicosilación, su peso molecular es de 21 KDa y su 

promotor contiene varios sitios Sp1, secuencia característica de un gen 

constitutivo, consistente con la observación de su expresión en casi todos 

los tejidos murinos (Nuttall y col. 2004; Clark y col. 2008). Su expresión se 

regula negativamente por TGF- y ésteres de forbol (Stetler-Stevenson y col. 

1990) y por lipopolisacáridos (Shapiro y col. 1992). 

 Los ratones TIMP2-/- muestran defectos en el sistema nervioso central 

y en la miogénesis, entre ellos defectos motores, una disminución en el 

crecimiento de neuritas cerebelares y un retardo en la diferenciación 

neuronal (Perez-Martinez y Jaworski 2005; Jaworski y col. 2006). 

 En un modelo de diabetes en ratas donde existe una mayor apoptosis 

en las células notocordales del adulto que induce degeneración de los 

discos intervertebrales, se observó que dicha alteración se encuentra 

relacionada con un incremento en los niveles de MMP2, MMP9 y de TIMP1 y 

TIMP2 (Won y col. 2009).   

 TIMP3 es una proteína que posee sitios para glicosilación y tiene un 

peso molelular de 22 a 27 KDa, a diferencia de TIMP1 y TIMP2, TIMP3 es 

 



  

el único TIMP que se encuentra fuertemente unido a proteoglicanos de la 

MEC (Yu y col. 2000) (Figura 14). Su expresión se induce por ésteres de 

forbol, EGF y TGF- (Leco y col. 1994). En el ratón adulto su expresión se 

detecta principalmente en riñón, corazón, pulmón y cerebro (Leco y col. 

1994).  

 De forma interesante se observa que los ratones TIMP3-/- 

alimentados con una dieta rica en grasas desarrollan intolerancia a la 

glucosa e insulino resistencia por un mecanismo que involucra la 

sobreactivación de la enzima convertidora del factor de necrosis tumoral  

(TNF-) en hígado la cual normalmente es inhibida por TIMP3 (Fiorentino y 

col. 2010). 

TIMP4 es una proteína soluble que no posee sitios de glicosilación y que 

posee un peso molecular de 22 KDa. Poca información se encuentra disponible 

acerca de este TIMP, su expresión es altamente selectiva y se evidencia en el 

adulto principalmente en cerebro y corazón y, en menor medida, en riñón, 

páncreas, colon y testículos (Greene y col. 1996; Nuttall y col. 2004).  

 Actualmente, se sabe que los TIMPs tienen múltiples actividades 

biológicas que incluyen la regulación de la proliferación celular, la 

migración celular, la modulación de la angiogénesis, la transmisión 

sináptica, y pueden tener propiedades anti o pro-apoptóticas (Brew y 

Nagase 2010). Estas actividades pueden deberse en parte a la inhibición de 

MMPs, dado que el catabolismo de la MEC influencia el comportamiento 

celular, aunque algunas de estas funciones mostraron ser independientes 

de la inhibición de MMPs dado que inhibidores sintéticos de las MMPs no 

poseen varias de estas actividades y mutantes de TIMPs que no inhiben 

MMPs pueden tener actividad similar (Stetler-Stevenson 2008). En este 

sentido se postula que existirían receptores específicos para cada TIMP que 

mediarían estas funciones, si bien aún no se encuentran totalmente 

caracterizados (Hayakawa y col. 1994; Emmert-Buck y col. 1995; Stetler-

Stevenson 2008) (Figura 14). 

 TIMP1 y TIMP2 tienen un efecto regulador del crecimiento celular  en 

células epiteliales, mesenquimales y líneas celulares tumorales (Bertaux y 

col. 1991; Hayakawa y col. 1992; Corcoran y Stetler-Stevenson 1995). 

TIMP2 no solo inhibe el comportamiento invasivo y metastático de células 

cancerígenas sino que también decrece el crecimiento tumoral in vivo 

 



  

(DeClerck y col. 1992; Imren y col. 1996). Se ha demostrado que también 

TIMP3 posee un rol estimulador de la proliferación celular en cultivo de 

fibroblastos de pollo (Yang y Hawkes 1992).  

 Existe evidencia que indica que tanto TIMP1 como TIMP2 ejercen 

parte de sus efectos a  través de varias vías de señalización intracelular. 

TIMP2 induce proliferación de fibroblastos, fibrosarcoma y de células 

endoteliales vía un incremento en la concentración del AMPc y actividad de 

la proteína kinasa A (PKA) (Corcoran y Stetler-Stevenson 1995; Kraling y 

col. 1999). TIMP1 y TIMP2 inducen la fosforilación en tirosina de proteínas 

intracelulares, estimulando la activación de kinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) en una línea celular de osteosarcoma humano 

(Yamashita y col. 1996).  

 Los TIMPs también poseen un rol regulador de la apoptosis celular. 

Se observó que la expresión de TIMP1 está asociada a la resistencia de 

apoptosis de una línea celular de linfoma (Guedez y col. 1998), función que 

no se restringe a líneas tumorales ya que también se observó que TIMP1 

previene la apoptosis mediada por citoquinas en una línea de células  

pancreáticas secretoras de insulina, mejorando en paralelo la funcionalidad 

de los islotes pancreáticos en cultivo (Han y col. 2001), función relevante 

para el estudio de transplantes de islotes pancreáticos. De forma 

interesante, se observó que TIMP-1 secretado por las células madre 

embrionarias implantadas para el tratamiento del infarto de miocardio, 

inhiben la apoptosis de cardiomiocitos (Singla y McDonald 2007). También 

se ha observado que TIMP2 tiene actividad anti-apoptótica en cultivo celular 

de melanoma (Valente y col. 1998) aunque en el caso de este TIMP, su rol 

en apoptosis es más controversial dado que se ha observado que puede 

inducir apoptosis en linfocitos T (Lim y col. 1999). En cambio, se ha 

descripto un rol promotor de apoptosis para TIMP3 en células del músculo 

liso vascular (Baker y col. 1998) y en varios tipos tumorales (Bian y col. 

1996) (Baker y col. 1999), Ahonen y col confirmaron que en melanomas, 

esta función de TIMP3 se daría mediante la inhibición de MMPs, 

estabilizando receptores inductores de apoptosis (Ahonen y col. 2003). 

 Además, se ha estudiado el rol de los TIMPs en la angiogénesis, 

observándose que los cuatro TIMPs tienen propiedades anti-angiogénicas. 

La actividad anti-angiogénica de TIMP2 es mediada por su interacción con 

 



  

la integrina 31 (Seo y col. 2003), considerada por algunos autores como el 

receptor de este TIMP. Además, TIMP2 se expresa en las células endoteliales 

y tiene un rol en la estabilización de las redes capilares (Saunders y col. 

2006). En el proceso de angiogénesis in vivo, en células trasfectadas con 

TIMP2 se observa una reducción de la formación de vasos sanguíneos y una 

reducida migración endotelial e invasión in vitro (Valente y col. 1998).   

TIMP3 se une directamente al receptor de factor de crecimiento del 

endotelio vascular-2 (VEGF) y bloquea la acción del VEGF en células 

endoteliales (Qi y col. 2003).  

Respecto a TIMP-4, es poca aún la información disponible y la mayoría se 

encuentra asociada a la posible utilización de la inhibición de esta molécula 

como tratamiento para cáncer, dado que se observó que los niveles de 

expresión de TIMP-4 están incrementados en tumores de ovario, cervicales y 

cerebrales (Groft y col. 2001; Lizarraga y col. 2005; Ripley y col. 2006). 

 

 

 

 

Figura 14. Esquema de acción de TIMPs. TIMP1, 2, 3, 4 son inhibidores de las 
MMPs solubles, unidas a MEC y asociadas a las células. TIMP3 es una proteina 
asociada a proteoglicanos de la MEC que también inhibe a la familia ADAM. TIMP2 
actúa en conjunto con MT1-MMP como receptor de la proMMP2 permitiendo su 
activación. En algunos tipos celulares, TIMP1 y TIMP2 podrían tener receptores 
que regularían el comportamiento de la célula mediante una cascada de 
transducción de señales intracelular. Esquema adaptado de Baker y col. 2002. 

 



  

Participación de los TIMPs en los procesos reproductivos 

fisiológicos y patológicos  

 

Se ha observado que TIMP1 se expresa predominantemente en tejidos 

esteroidogénicos como el ovario y la placenta (Nuttall y col. 2004). TIMP1 

estimula la esteroidogénesis en las células de Leydig en el testículo  y en las 

células de la granulosa en el ovario (Boujrad y col. 1995; Nothnick y Curry 

1996). Durante el período de formación del cuerpo lúteo, es requerida la 

expresión de TIMP1 en el ovario para una normal función lútea y folicular 

(Duncan y col. 1996). En cuanto a situaciones patológicas, se ha observado 

que en el fluido folicular de pacientes con poliquistosis ovárica hay mayores 

concentraciones tanto de TIMP1 como TIMP2 (Baka y col. 2010). Además, 

un estudio epidemiológico ha mostrado que un polimorfismo en el promotor 

del gen de TIMP2 que modula negativamente este gen se ha asociado con 

un incremento de endometriosis (Kang y col. 2008). 

Durante la implantación embrionaria murina, se observa que la 

expresión de TIMP1 se incrementa en los sitios de implantación desde el 

comienzo de dicho proceso hasta el día 9.5 de gestación (último día 

evaluado), la expresión de TIMP2 se mantiene constante en este período y 

la expresión de TIMP3 es alta a comienzos de la implantación y disminuye 

temporalmente hasta hacerse imperceptible en el día 8.5 de gestación 

(Alexander y col. 1996). Los TIMPs estimulan la migración celular de las 

células del endodermo parietal del blastocisto (Behrendtsen y Werb 1997) 

y se ha observado que la angiogénesis del saco vitelino del embrión de 

pollo inducida por poliaminas fue inhibida por TIMP1 y TIMP2 (Takigawa y 

col. 1990). 

Durante el desarrollo embrionario, la remodelación de la matriz 

extracelular es esencial para los rápidos cambios morfológicos, y las 

anomalías en el recambio de la matriz extracelular podrían ser críticas para 

el crecimiento y la migración celular (Brenner y col. 1989). Sin embargo, no 

se han realizado estudios previos sobre los TIMPs en el embrión en etapa de 

organogénesis. En un estadío posterior, en el feto murino, la expresión de 

TIMP-2 se observa en cerebro, tejido muscular, corazón, pulmón, riñón y en 

tejido óseo entre otros (Blavier y Delaisse 1995). De forma interesante, se 

 



  

observa una expresión sexo dependiente de TIMP1 durante el desarrollo 

gonadal de ratón (Guyot y col. 2003).  

También se observa expresión tanto de TIMP2 como de TIMP3 en la 

placenta murina (Blavier y Delaisse 1995). Estudios previos de nuestro 

laboratorio muestran niveles reducidos de TIMP3 en la placenta de ratas 

diabéticas a término (Pustovrh y col. 2009). 

Células NK uterinas de la decidua humana, que se postula que 

poseen un rol en la regulación de la invasión trofoblástica y en el 

remodelamiento de las arterias espiraladas, secretan TIMP2 en el primer 

trimestre de gestación (Naruse y col. 2009). En pacientes que desarrollaron 

preeclampsia en el embarazo, se observan niveles incrementados de TIMP2 

en el líquido amniótico durante el segundo trimestre (Lavee y col. 2009). 

En el neonato se ha observado que la proporción MMP9/TIMP1 se 

encuentra incrementada en sangre de cordón umbilical de recién nacidos 

prematuros que posteriormente desarrollaron displasia broncopulmonar 

(Fukunaga y col. 2009). 

Durante la lactancia, se observa en ratones hembra TIMP3-/- una 

apoptosis acelerada del tejido mamario por lo que esta proteína tendría un 

rol como factor de supervivencia en la involución de la glándula mamaria 

(Fata y col. 2001).  

 

 

PPARs   

Receptores activados por proliferadores peroxisomales 

 

 Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) 

son factores de transcripción activables por ligandos cuya naturaleza es 

mayormente lipídica, pertenecientes a la superfamilia de receptores 

hormonales nucleares. Hasta ahora se han identificado tres isotipos de este 

receptor, codificados por genes diferentes: PPARǂ (NR1C1), PPARǅ (PPARǃ o 

NR1C2) y PPAR (NR1C3). Sus secuencias se encuentran altamente 

conservadas entre las especies, existiendo más de un 80% de homología 

entre el ratón, la rata y el humano (Fajas y col. 1997; Kersten y col. 2000; 

 



  

Lewis y col. 2002). Cada isotipo se expresa diferencialmente en tejidos 

selectos, con niveles de expresión y función particular (Hihi y col. 2002).  

 La secuencia aminoacídica primaria de PPARs está organizada como 

la de otros receptores nucleares de la superfamilia, con un domino A/B N-

terminal que contiene una función de transactivación independiente de 

ligando (AF-1) y el dominio C de unión al ADN, con la estructura 

característica hélice-vuelta-hélice, responsable de la unión a elementos de 

respuesta a proliferadores peroxisomales (PPRE) en la región promotora de 

genes blanco (Figura 16) (Hi y col. 1999). El dominio D es una región 

bisagra que puede modular la unión al ADN y está involucrada en la unión 

a co-represores (Kumar y Thompson 1999). El dominio E/F tiene una fuerte 

función de activación dependiente de ligando (AF-2) y también es el dominio 

de dimerización y de interacción con cofactores (Figura 16) (Blanquart y col. 

2003; Feige y col. 2006).  

 Los PPARs constituyen heterodímeros con el receptor del ácido 9-cis 

retinoico (RXR) (Mangelsdorf y Evans 1995), cuyo ligando es el ácido 9-cis 

retinoico (Levin y col. 1992) y para el cual se han descripto tres isoformas 

denominadas RXRǂ, RXRǃ y RXR (Mangelsdorf y col. 1992; Maden 2000). 

El mecanismo de acción clásico de estos receptores es similar al que 

presentan otros miembros de esta familia. La unión del ligando al 

heterodímero induce un cambio conformacional en la estructura proteica 

que permitirá la disociación de proteínas represoras como NCoR, mediador 

de silenciamiento para receptores de retinoides y tiroideos (SMRT) o 

desacetilasas de histonas (HDAC) y su asociación con proteínas co-

activadoras como la proteína de unión al elemento de respuesta al AMP 

cíclico (p300/CBP), coactivador del receptor de esteroides (SRC-1), la 

proteína de unión a PPAR (PBP) y la RNA polimerasa III. Se producirá 

entonces la unión a la secuencia PPRE y la modulación de la expresión de 

genes blanco que contienen dicha secuencia reguladora (Figura 16). 

  

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Se observan en 1 dimensión o en 3 dimensiones los dominios 
estructurales y funcionales de la familia de PPARs esquema adaptado de 
MedLibrary.org. 

 

 

 

 Cabe destacar que existe una acción diferencial de los distintos 

ligandos de cada isoforma de PPAR, ya que varían los coactivadores que se 

reclutan en presencia de diferentes agonistas de mismo receptor (Hostetler 

y col. 2005; Desvergne y col. 2006).  

 Si bien la unión a PPRE constituye el clásico mecanismo de acción de 

PPARs, se han descripto otros mecanismos no genómicos, como por ejemplo 

aquellos en los que PPARǂ y PPAR pueden interferir directamente con 

NFB y AP-1 a través de interacciones directas proteína-proteína (Delerive y 

col. 1999) o como el mecanismo de transrepresión de PPAR por secuestro 

de activadores que interfiere con las vías de acción de NFB, AP-1 y STAT-1 

resultando en la represión del promotor de iNOS (Li y col. 2000). 

 Entre las modificaciones post-traduccionales que regulan la actividad 

de los PPARs podemos mencionar la fosforilación, que puede cambiar la 

afinidad del receptor por el ligando, la dimerización o la unión al ADN; por 

ejemplo la insulina activa a PPARǂ por fosforilación del dominio AF-1 vía 

MAP kinasa (Juge-Aubry y col. 1999). También la degradación de los PPARs 

es regulada por su ubiquitinización, las tiazolidinedionas son capaces de 

inducir la ubiquitinización de PPARǄ, y subsecuentemente la degradación 

por proteosomas del mismo (Hauser y col. 2000), por otro lado, los fibratos 



  

inhiben la ubiquitinización de PPARǂ y de esta manera incrementan su vida 

media (Hirotani y col. 2001; Blanquart y col. 2002). Otro mecanismo de 

regulación post-transcripcional es la sumoilación (adición de pequeñas 

proteínas similares a la ubiquitina) que puede tener efectos inhibitorios en 

la actividad del receptor o bien inducir transrepresión. La sumoilación de 

PPAR induce su localización en promotores de genes inflamatorios en 

asociación con co-represores (Pascual y col. 2005). 

 Los genes blanco de los PPARs se encuentran involucrados en 

muchos procesos biológicos, como la regulación del ciclo y de la 

diferenciación celular, de procesos inflamatorios, de apoptosis, de la 

homeostasis lipídica, entre otros (Desvergne y Wahli 1999; Francis y col. 

2003; Mandard y col. 2004).  

 

Función biológica de los PPARs  

  

 El nombre PPAR proviene de la obsevación de que su activación 

incrementaba la densidad, volumen y proliferación de los peroxisomas de 

los hepatocitos (Issemann y Green 1990), este PPAR fue denominado 

PPARǂ. Poco después, PPARǅ y PPAR fueron  identificados por compartir 

una significante homología de secuencia con PPARǂ (Xu y col. 2001), pero 

estos últimos no están involucrados en la proliferación de los peroxisomas. 

Finalmente, se descubrió que estos receptores estaban involucrados en 

diferentes procesos biológicos.  

 Si bien inicialmente se había descripto a los PPARs como receptores 

huérfanos, hoy en día se conocen múltiples ligandos endógenos. Los 

agonistas de PPARs son moléculas lipídicas entre las que se encuentran 

ligandos compartidos para los tres PPARs (mayormente ácidos grasos mono 

y poliinsaturados) y ligandos particulares para cada uno de los isotipos 

(mayormente eicosanoides) (Figura 16). La presencia de varios ligandos 

endógenos que pueden activar a un mismo isotipo de PPAR es característico 

de estos receptores nucleares y se debe al particular sitio de unión al 

ligando que posee una larga cavidad hidrofóbica en relación a los otros 

receptores nucleares de la misma familia, lo cual le permite acomodar a 

diversos tipos de moléculas lipídicas (Xu y col. 1999). Por otro lado, se han 

descripto varios agonistas farmacológicos con potentes acciones 

 



  

 

hipolipemiantes e insulino sensibilizantes, muchos de los cuales se 

utilizaban incluso antes de haberse identificado a los PPARs (Beaven y 

Tontonoz 2006).  

 PPARα cumple un importante rol en el catabolismo lipídico, 

regulando la expresión de genes que codifican proteínas involucradas en la 

captación de ácidos grasos, la ǃ-oxidación de los mismos y el tráfico de 

colesterol (Li y col. 2002). Se ha observado que también posee efectos 

antiinflamatorios (Youssef y Badr 2004). 

 Se distribuye mayormente en tejidos con alta tasa metabólica como el 

hígado, corazón, músculo esquelético y riñón, expresándose también en 

otros tejidos como la placenta y la glándula adrenal (Braissant y col. 1996).  

 PPARǂ puede ser activado por ácidos grasos de cadena larga (como el 

ácido araquidónico, ácido linoleico, ácido docosahexaenoico, ácido 

eicosaenoico) y por eicosanoides como HETE y el leucotrieno B4 (LTB4) 

(Forman y col. 1997; Lin y col. 1999; Hihi y col. 2002) (Figura 16). Ciertos 

ácidos grasos mono y poliinsaturados son también ligandos de PPARs, no 

así los ácidos grasos saturados aunque podrían también activarlos a través 

de su metabolito ácido graso-coenzima A (Banner y col. 1993; Hostetler y 

col. 2005). Los fibratos son ligandos farmacológicos de PPARǂ y son 

empleados para mejorar el perfil lipídico en pacientes con hiperlipidemia y 

con síndrome metabólico (Desvergne y col. 2004).  

 De forma interesante, recientemente se ha observado que PPARǂ 

tendría un rol en ciertas diferencias metabólicas género-dependientes en el 

hígado, por ejemplo se ha observado que la sumoilación de PPARǂ media la 

represión específica de genes en hembras y protege al hígado de la toxicidad 

inducida por estrógenos en ratones (Leuenberger y col. 2009). 

Ratones knockout para el gen PPARǂ presentan una respuesta 

inflamatoria prolongada (Devchand y col. 1996) y existe evidencia que sugiere 

que PPARǂ es capaz de regular los niveles plasmáticos de lipoperóxidos 

(Inoue y col. 1997) y la administración de benzafibrato (agonista de PPARǂ) 

reduce los niveles circulantes de lipoperóxidos (Inoue y col. 1998). Se ha 

reportado que la activación de este receptor nuclear está involucrada en 

respuestas antiinflamatorias, agonistas de PPARǂ  inhiben la actividad 

transcripcional de NF-κB , AP-1, GATA y NFAT (factor nuclear de células T 

activadas) que median la inducción de genes responsables del desarrollo de 

 



  

inflamación vascular (Delerive y col. 1999). Además, se ha demostrado que 

los agonistas de PPARǂ reducen la producción de NO incrementando la 

degradación de la iNOS en macrófagos murinos (Paukkeri y col. 2007). 

 PPARδ está involucrado en diversos procesos de diferenciación y 

proliferación celular, es un regulador de la homeostasis energética y 

también posee propiedades antiinflamatorias (Matsuura y col. 1999; 

Fredenrich y Grimaldi 2005; Moraes y col. 2006). 

 Su expresión es ubicua en todos los tejidos murinos y humanos 

testeados con diferencias en los niveles de expresión dependiente del tipo 

celular (Higashiyama y col. 2007). Los ligandos de PPARǅ son la PGI2, así 

como también varios ácidos grasos insaturados como el ácido araquidónico, 

el ácido linoleico y ácido oleico, entre otros (Forman y col. 1997) (Figura 16). 

Los fármacos desarrollados, carbaprostaciclina e iloprost, son mayormente 

utilizados como mimetizantes de la acción de PGI2 y poseen acción tanto a 

nivel del receptor de membrana para PGI2 como actividad PPARǅ (Kersten y 

Wahli 2000).  

 Mientras algunas de las funciones de PPARǅ se encuentran aún bajo 

estudio, otras funciones de este receptor han sido bien documentadas, por 

ejemplo el rol en la mielinización cerebral en la reabsorción ósea por 

osteoclastos (Mano y col. 2000; Peters y col. 2000). Su implicancia en el 

metabolismo lipídico comprende la expansión clonal de preadipocitos, la 

oxidación de ácidos grasos en tejido muscular y la homeostasis de 

lipoproteínas (Hansen y col. 2001; Oliver y col. 2001; Schuler y col. 2006).  

 PPARǅ se encuentra involucrado en crecimiento celular, su expresión 

se encuentra incrementada en células de cáncer colorrectal (Gupta y col. 

2000) y también se encuentra implicado en el crecimiento de otros tipos 

celulares como las células del músculo liso vascular y células epiteliales 

(Zhang y col. 2002; Burdick y col. 2006). 

 PPARǅ tiene un rol clave en la diferenciación y proliferación de 

keratinocitos y es un regulador importante de la supervivencia de los 

mismos durante el daño epitelial y también se encuentra involucrado en la 

adhesión y migración de células epiteliales (Tan y col. 2001; Michalik y 

Wahli 2007). 

 PPAR promueve el almacenamiento de lípidos en tejido adiposo y la 

diferenciación de adipositos (Tontonoz y col. 1994), posee tres isoformas 

 



  

(PPAR1, 2 y 3) que se expresan principalmente en el tejido adiposo 

marrón y blanco (Leone y col. 1999; Rosen y Spiegelman 2000). También se 

expresan en células del sistema inmune (monocitos, macrófagos, placas de 

Peyer del tracto digestivo), en el bazo, en el colon y en los trofoblastos 

placentarios (Barak y col. 1999). Se ha observado que la activación de este 

receptor nuclear induce claros efectos antiiinflamatorios y que también se 

encuentra involucrado en diversos procesos de diferenciación celular (Rosen 

y col. 1999; Rizzo y Fiorucci 2006).  

 PPAR es activado por prostaglandinas derivadas de la PGD2 y se ha 

demostrado que su metabolito final, la 15dPGJ2, se une directamente al 

dominio de unión al ligando y activa PPAR (Forman y col. 1995; Desmarais 

y col. 2007). Los eicosanoides 9-HODE, 13-HODE y 15-HETE,  han sido 

identificados como ligandos de PPAR (Nagy y col. 1998; Tontonoz y col. 

1998). También los ácidos grasos insaturados son activadores de PPAR 
(Hihi y col. 2002). PPAR fue identificado como un blanco molecular para 

las tiazolidinedionas o glitazonas (Lehmann y col. 1995), agentes insulino-

sensibilizantes utilizados hoy en día en la práctica clínica para el 

tratamiento de la diabetes tipo 2 (Figura 16).  

 Son numerosos los reportes que demuestran propiedades 

antiinflamatorias para PPAR. En macrófagos activados, las respuestas de 

los factores de transcripción AP-1, NFB y STAT1, pueden ser reprimidas 

por 15dPGJ2 solamente en presencia de PPAR, resultando en la inhibición 

de la expresión de la enzima iNOS, MMP9 y receptor scavenger A (Ricote y 

col. 1998). También se ha demostrado que en monocitos, la producción de 

citoquinas inflamatorias es inhibida por los agonistas de PPAR como la 

15dPGJ2 y las glitazonas (Jiang y col. 1998). 15dPGJ2 bloquea la expresión 

de iNOS y la subsecuente producción de NO en células mesangiales a través 

de mecanismos mediados por PPAR, interfiriendo con la actividad 

transcripcional de NFB o también por mecanismos independientes de 

NFB (Oates y col. 2002). 

 Recientemente se ha descubierto un rol de PPAR en la diferenciación 

de osteoclastos y en la reabsorción ósea cuando es activado por 

rosiglitazona (Wahli 2008).  

 



  

 

 Dado que los ácidos grasos son agonistas de los tres isotipos de 

PPARs, algunos trabajos han estudiado, de forma interesante, el efecto de la 

administración dietaria de ácidos grasos (Bordoni y col. 2006). Estudios en 

ratas alimentadas con dietas ricas en ácidos grasos poliinsaturados 

muestran incrementos en la expresión de genes blanco para PPARǂ en el 

tejido cardíaco (Okere y col. 2006) y una dieta enriquecida con aceite de 

cártamo (contiene ácido linoleico, agonista de PPARs) administrada a ratas 

muestra cambios en genes hepáticos que son regulados por PPARs (Hsu y 

Huang 2006). Trabajos de nuestro laboratorio muestran que dietas ricas en 

aceite de cártamo y aceite de oliva (rica en ácido oleico) regulan el 

metabolismo de los lípidos placentarios y fetales de ratas sanas y diabéticas 

(Capobianco y col. 2008; Capobianco y col. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Esquema de las principales vías de activación de los PPARs. PPARs 
activan la transcripción de genes luego de heterodimerizar con el receptor de 
ácido retinoico (RXR) cuyo ligando es el ácido 9-cis retinoico. Los ligandos de 
PPARs pueden provenir del citoplasma o sintetizarse en la membrana nuclear. La 
unión al ligando induce un cambio conformacional en el PPAR que permite su 
disociación de factores represores y el reclutamiento de factores activadores que 
permiten la transcripción génica. Los heterodímeros PPAR-RXR se unen a 
regiones específicas de ADN denominadas elementos de respuesta a PPARs 
(PPREs) localizadas en el promotor de genes blanco. Esquema adaptado de 
Jawerbaum y Capobianco 2010. 

 

 

 



  

Participación de los PPARs en los procesos reproductivos 

 

 Los tres isotipos de PPARs poseen funciones reproductivas. La 

expresión de PPARs se ha observado tanto en el ovario como en el útero 

(Lim y col. 1999; Komar y col. 2001). 

 En el ovario, PPAR se expresa fuertemente en las células de la 

granulosa y de forma más débil en las células tecales donde se observa la 

expresión de PPARǅ y PPARǂ (Komar y col. 2001). 

 Se observa una alta expresión de PPARǂ y PPARǅ en el estadío de 2 

células embrionarias en ratón y la expresión de estos receptores disminuye 

progresivamente en el embrión de 8 células y se reduce aún más en el 

blastocisto (Kim y col. 2011). Durante el desarrollo embrionario, puede 

observarse la transcripción de PPARǅ en el embrión en etapa de 

organogénesis siendo la intensidad de la expresión dependiente del tejido y 

estadio en cuestión (Braissant y Wahli 1998). Estudios de PPARǅ durante el 

desarrollo muestran que en estadíos fetales más avanzados su expresión es 

ubicua observándose en el pulmón, corazón, riñón, hígado y tracto 

gastrointestinal. Mientras que en el embrión organogénico PPARǅ se 

expresa en el sistema nervioso central, en el primer arco branquial y la 

protuberancia del tracto digestivo (Braissant y Wahli 1998; Keller y col. 

2000; Abbott 2009). Es interesante que ratones KO de PPARǅ muestren 

alteraciones en la diferenciación adipositaria y en la mielinización (Peters y 

col. 2000) indicando que este receptor es necesario para la homeostasis 

lipídica y para un correcto desarrollo neuronal. 

 La expresión de PPAR y PPARǂ comienza en el feto en el estadío de 

postplacentación y se encuentra en los mismos tejidos donde se expresarán 

en el adulto (Braissant y Wahli 1998). PPARǂ se expresa en hígado, riñón, 

intestino, corazón, músculo esquelético, glándula adrenal, páncreas y 

sistema nervioso central. La activación fetal de PPARǂ regula el peso del feto 

y del hígado fetal (Martinez y col. 2010). La expresión de PPARǄ es elevada 

en el tejido adiposo marrón (día 18.5 de gestación) y en el sistema nervioso 

central (del día 13.5 al día 15.5 de gestación de rata) respecto a otros tejidos 

(Braissant y Wahli 1998).  

 Un patrón de expresión similar de los tres isotipos de PPARs se ha 

descripto recientemente en tejidos fetales humanos (Abbott y col. 2010). 

 



  

 Los ratones knockout para PPARǂ tienen una tasa incrementada de 

aborto y la descendencia viable presenta acumulación lipídica hepática, 

obesidad y una respuesta inflamatoria prolongada (Kersten y col. 1999; 

Yessoufou y col. 2006). De forma diferente, la deleción de PPARǅ y  PPAR 
es mayoritariamente letal como resultado de defectos tanto en el desarrollo 

del embrión como también de la placenta (Barak y col. 1999; Barak y col. 

2002). La descendencia PPAR-/- muere antes del nacimiento debido a la 

falta de tejido adiposo, mientras que la descendencia viable PPARǅ-/- 

presenta una fertilidad disminuida y una reducción del tejido graso 

abdominal (Barak y col. 1999; Peters y col. 2000; Barak y col. 2002). La 

progenie de los ratones PPARǅ-/- presenta retardo de crecimiento, 

alteraciones en el desarrollo neuronal y anomalías en la proliferación de 

células epidérmicas (Peters y col. 2000; Barak y col. 2002). 

 PPARǅ se expresa en el útero durante el proceso de implantación 

embrionaria mediando la acción de la PGI2, prostaglandina que cumple un 

rol fundamental durante esta etapa (Lim y col. 1999). En efecto, en los 

ratones PPARǅ-/- se observan alteraciones en la implantación, 

decidualización y placentación (Wang y col. 2007).  

 Los tres isotipos de PPARs se encuentran presentes en las células 

trofoblásticas y ejercen funciones críticas en el desarrollo y la función de la 

placenta (Barak y col. 2008). 

 PPARǂ se expresa en la zona de unión y del laberinto de la placenta 

de rata y en los trofoblastos de las vellosidades de la placenta humana 

(Wang y col. 2002). Sin embargo, ratones deficientes en PPARǂ, son 

igualmente fértiles (DeLuca y col. 2000). Se postula su función en la 

regulación de la transferencia lipídica materno-fetal, y en la utilización de 

lípidos placentarios y fetales (Martinez y col. 2007; Xu y col. 2007).  

 Los ratones PPARǅ-/- poseen alteraciones morfológicas en la 

placentas como una pérdida del contacto placento-decidual, posiblemente 

relacionado con un desbalance en la remodelación de la matriz extracelular 

(Barak y col. 2002; Wang y col. 2007). Estos ratones también presentan 

anomalias en la angiogénesis durante la formación de la placenta 

observándose alteraciones en la expresión de COX-2, el factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y MMP2 (Wang y col. 2007). 

 



  

PPAR está involucrado en la diferenciación y maduración de los 

trofoblastos (Barak y col. 1999). En ratones PPAR-/- se encuentra afectada 

la expresión de la proteína Mucin 1 (MUC1), cuyo gen es blanco de este 

receptor nuclear. MUC1 se expresa en la superficie apical de la zona del 

laberinto placentario y ayuda a la diferenciación de las células madre 

trofoblásticas (Shalom-Barak y col. 2004). Además, son varios los estudios 

que muestran que la activación de PPAR reprime la invasión de los 

trofoblastos extravellosidad humanos (Tarrade y col. 2001). Su activación 

regula procesos de síntesis y utilización de lípidos en la placenta de rata, lo 

que sugiere un importante rol de este receptor en cuanto a la provisión de 

los nutrientes reservados para el desarrollo fetal (Capobianco y col. 2005). 

 Es interesante destacar la capacidad de los agonistas de PPARs de 

regular la respuesta inflamatoria en células trofoblásticas y amnióticas en 

cultivo. Por ejemplo, ligandos de PPAR endógenos (15dPGJ2) y sintéticos 

(troglitazona) antagonizan la elevada actividad NFB inducida por LPS, y 

reducen la expresión de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1ǃ, IL-6, IL-10,TNFǂ), 

y de las enzima COX-2 y MMPs en tejidos gestacionales humanos (Lappas y 

col. 2002; Lappas y col. 2006). Estudios realizados en cultivos de células 

amnióticas también muestran que agonistas de PPARs inhiben la expresión de 

COX-2 y la síntesis de PGE2 (Ackerman y col. 2005; Berry y col. 2005).  

 La expresión de PPAR, PPARǅ y PPARǂ se ha encontrado en tejidos 

gestacionales humanos a término, como el amnios, la coriodecidua y la 

placenta (Marvin y col. 2000; Berry y col. 2003). 

 Los niveles de PPARǂ y PPARǅ, se incrementan en la placenta a 

término (Berry y col. 2003), mientras que los niveles de PPAR disminuyen, 

probablemente debido a su capacidad de inhibir la formación de 

prostaglandinas, altamente requeridas durante el proceso de parto, ya que 

en forma simultánea se observan incrementos en la expresión de COX-2 

(Dunn-Albanese y col. 2004). 

  

PPARs en la gestación diabética  

 

 El sistema PPAR regula el metabolismo y las vías involucradas en el 

establecimiento de la diabetes gestacional. Como se ha descripto 

anteriormente, agonistas de PPARs tienen efectos hipolipidémicos, 

 



  

antidiabetogénicos, antiinflamatorios y antioxidantes, que son todos 

benéficos en el tratamiento de la diabetes (Berger y Moller 2002). 

 Los factores ambientales, como la dieta, el ejercicio y factores genéticos 

influyen en la actividad de PPARǂ y PPAR, así como también sobre el riesgo de 

padecer insulino resistencia y diabetes gestacional (Morifuji y col. 2006).  

 Ratones PPARǂ-/- son hipoinsulinémicos y poseen una reducida 

habilidad para utilizar glucosa y lípidos como fuente de energía (Yessoufou 

y col. 2006). 

 Entre los genes candidatos para el riesgo de diabetes gestacional, 

están el de PPARǂ y el de PPAR. Sin embargo, si bien se estudiaron 

algunos polimorfismos encontrados en estos genes, aún no se han podido 

relacionar en forma directa con el desarrollo de la diabetes gestacional 

(Leipold y col. 2006; Tok y col. 2006).  

 En embriones de ratas diabéticas se ha observado que la expresión 

de PPARǅ y los niveles de los ligandos endógenos de PPARǅ y de PPAR, la 

PGI2 y la 15dPGJ2, están reducidos; mientras que PPARǅ regula la síntesis 

de fosfolípidos y de PGE2, necesaria durante el proceso de cierre de tubo 

neural, la 15dPGJ2 posee funciones reguladoras del metabolismo lipídico y 

la homeostasis nitridérgica en embriones en esta etapa del desarrollo 

(Jawerbaum y col. 2002; Higa y col. 2007).  

 La concentración de 15dPGJ2 se encuentra reducida en fetos de ratas 

diabéticas a mediados de la gestación, si bien se incrementa la 

concentración de PPAR fetal (Pustovrh y col. 2009). Además, se destaca la 

capacidad de 15dPGJ2 para prevenir la sobreproducción de NO y MMPs en 

fetos provenientes de ratas diabéticas (Pustovrh y col. 2009). 

 Agonistas de PPARǂ son potentes reguladores de la masa y síntesis 

de lípidos en fetos de ratas diabéticas en donde se observó una 

sobreacumulación lipídica y un incremento en la biosíntesis de varias 

especies de lípidos (Martinez y col. 2008). En el hígado y el corazón de fetos 

de ratas diabéticas se observaron alteraciones en la expresión de PPARǂ 

(Lindegaard y Nielsen 2008; Martinez y col. 2010). Los agonistas de PPARǂ 

previenen la sobreacumulación y la peroxidación lipídica en el hígado fetal 

de ratas diabéticas (Martinez y col. 2010). 

 En el período de post-placentación, se observó un incremento en la 

deposición de lípidos y una disminución en la síntesis de los mismos se 

 



  

encontró en placentas de ratas diabéticas a las que se les administró un 

tratamiento dietario con agonistas de PPARs (Capobianco y col. 2008). En 

estas placentas se observó además que la activación de PPARǂ regula 

negativamente la masa y síntesis de lípidos y que existe una disminución en 

la concentración de LTB4, ligando endógeno de PPARǂ (Martinez y col. 2008). 

 Las concentraciónes de PPARs se encuentran alteradas en la 

placenta humana en diferentes enfermedades gestacionales, incluyendo la 

diabetes mellitus (Wieser y col. 2008). En placentas a término de mujeres 

con diabetes gestacional, los niveles de PPARǂ y PPAR se encuentran 

disminuidos mientras que no se observan cambios en los niveles de PPARǅ 

(Holdsworth-Carson y col. 2010). Por el contrario, no se han observado 

cambios en los niveles de PPAR en las placentas provenientes de mujeres 

con diabetes tipo 1 aunque es importante la reducción de los niveles de 

15dPGJ2 (Jawerbaum y col. 2004). 

 La expresión de PPAR y  PPARǂ, pero no de PPARǅ se encuentra 

reducida en placentas de ratas diabéticas a término (Capobianco y col. 

2005; Kurtz y col. 2010). De forma interesante, estos cambios son 

dependientes de la edad gestacional, dado que PPARǂ y PPAR se 

encuentran incrementados en placentas de ratas diabéticas en periodo de 

post-placentación (Suwaki y col. 2007; Martinez y col. 2008). 

 La activación de PPAR mediante 15dPGJ2 modula negativamente la 

producción de NO y la sobreactivación de MMPs en placentas de ratas 

diabéticas tanto a mediados de la gestación como a término y en la placenta 

de mujeres con diabetes (Jawerbaum y col. 2004; Capobianco y col. 2005; 

Pustovrh y col. 2009). 

 En cuanto a PPARǅ, se ha observado que su activación regula la 

síntesis, la oxidación y lipoperoxidación de lípidos en la placenta de rata 

diabética a término (Kurtz y col. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 



  

Ácido Fólico 

 

Metabolismo del ácido fólico 

 

 El ácido fólico es una vitamina hidrosoluble, su nombre deriva del 

latin folium (hoja). Su descubrimiento data de 1930 como un factor que 

corregía la anemia macrocística en embarazadas. Su composición química 

involucra un anillo de pteridina, el ácido p-aminobenzoico y moléculas de 

glutamato (Figura 17). 

 

 

 

  

 

 

  

Figura 17. Estructura química del ácido fólico. 

 El ácido fólico se refiere a la forma oxidada del compuesto químico 

que no se encuentra disponible en alimentos. El término folato se refiere al 

grupo de compuestos que tienen la misma actividad química, incluyendo de 

esta manera tanto al ácido fólico como a los folatos que se obtienen de 

forma natural.  

 El folato es utilizado entre otras por algunas reacciones del 

metabolismo de los aminoácidos, la síntesis de purinas y pirimidinas y la 

formación del sustrato para las reacciones de metilación. 

 La forma activa del ácido fólico es el 5-metiltetrahidrofolato, la 

conversión de este compuesto a 5,10-metiltetrahidrofolato utiliza carbonos 

provenientes de la serina principalmente. El 5,10-metiltetrahidrofolato es 

utilizado directamente para la síntesis de purinas y pirimidinas (Bailey y 

Gregory 1999) (Figura 18). 

 El ciclo del ácido fólico participa en la síntesis de metionina a partir 

de homocisteína. La metionina es convertida a s-adenosilmetionina que 

actúa como cofactor de varias reacciones de metilación incluyendo la 

metilación del ADN, ARN, proteinas y lípidos. La transferencia de grupos 

metilo ocurre en el pasaje de s-adenosilmetionina a s-adenosilhomocisteína 

(Bailey y Gregory 1999; Stover 2004) (Figura 18).  

 



  

 Debido a su función, la deficiencia de folato en células que se 

encuentran realizando una rápida división puede dar lugar a alteraciones 

en la síntesis de ADN y aberraciones cromosómicas (Heath 1966). La 

hipometilación del ADN induce una expresión génica anormal (Wainfan y 

Poirier 1992; Pogribny y col. 1997). 

 En el metabolismo de los aminoácidos el folato participa mediando la 

interconversión de serina y glicina y se encuentra involucrado en el 

catabolismo de la histidina (Bailey y Gregory 1999) (Figura 19).  
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 De esta manera, la formación de toda nueva célula depende de un 

adecuado suministro de folatos. 

 Dado que el ácido fólico es esencial para el crecimiento y 

diferenciación celular, es esencial para el desarrollo fetal. El transporte de 

ácido fólico hacia el feto se produce mediante los receptores de folato, 

Folbp, que se expresan en gran cantidad en el oocito, oviducto, células 

uterinas y en el embrión, especialmente en los pliegues neurales 

previamente al cierre del tubo neural (Rosenquist y Finnell 2001; da Costa y 

col. 2003). Se ha observado que anticuerpos que se unen a los receptores de 

Figura 18. Metabolismo del ácido fólico. 
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folato causan daño embrionario (da Costa y col. 2003). Durante la 

embriogénesis y el desarrollo fetal, son mayores los requerimientos de folato 

maternos para la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas para la formación 

de nuevas células. Dado que las células embrionarias se encuentran 

dividiéndose rápidamente durante la embriogénesis, son las más 

susceptibles a irregularidades en la síntesis de ADN y la deficiencia de 

folato podría dar lugar a alteraciones en la proliferación celular y en la 

metilación de lípidos, proteínas y mielina (Locksmith y Duff 1998).  

 Por esto es que la deficiencia de folato o alteraciones en su 

metabolismo es un mecanismo propuesto como causante de malforma-

ciones congénitas (Goh y Koren 2008). 

 Se prescribe la ingesta de ácido fólico en el período periconcepcional 

a fin de prevenir la dismorfogénesis embrionaria en la población general 

(400-800 g diarios desde 4 semanas antes de la concepción y hasta 12 

semanas después de la concepción). 

 El folato posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Regula 

el desacoplamiento de la NOS induciéndola a producir NO en detrimento de 

anión superóxido y el mecanismo de acción involucra la regulación de la 

oxidación de la tetrabiopterina (BH4), cofactor necesario para la producción 

de NO por la NOS por el 5-metiltetrahidrofolato (Stroes y col. 2000). El 5-

metiltetrahidrofolato es capaz de capturar el O2.- en solución a pesar de 

que las cantidades de folatos requeridas son superiores a las fisiológicas 

(Stroes y col. 2000). El 5-metiltetrahidrofolato tiene un efecto protector en 

la oxidación del LDL (Nakano y col. 2001) y tiene la capacidad de captar 

peroxinitritos in vitro (Rezk y col. 2003). De hecho, la deficiencia de ácido 

fólico en la dieta provoca alteraciones en los niveles de vitaminas 

antioxidantes (Henning y col. 1997). 

 Además de encontrarse involucradas las alteraciones del 

metabolismo del ácido fólico en la formación de malformaciones congénitas, 

en ratones hembras preñadas y alimentadas con dietas deficientes en folato 

o con deficiencias en la enzima metilentetrahidrofolato, se observan altas 

tasas de reabsorciones y retardo en el crecimiento embrionario (Li y col. 

2005). De forma interesante, en un trabajo reciente, se ha determinado un 

posible rol del folato en la regulación de la invasión trofoblástica durante el 

desarrollo placentario. En cultivos de explantos placentarios a los que se les 

 



  

adicionó ácido fólico, se observó un incremento en la invasión del 

trofoblasto extravelloso que correlaciona con un incremento en la secreción 

de MMPs y un aumento en la proliferación celular, mientras que se 

encontró una disminución en la apoptosis (Williams y col. 2011). 

 Por otro lado, se observó que la suplementación con ácido fólico 

mejora funciones cognitivas previniendo enfermedades como Alzheimer, 

depresión y demencia; entre los mecanismos de acción del folato propuestos 

se encuentran el incremento de ácidos grasos poliinsaturados n-3 como los 

ácidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico y la regulación de la síntesis 

de NO (Das 2008). 

 

Participación del ácido fólico en la patología diabética 

 

Como se mencionó anteriormente, el ácido fólico participa en la 

síntesis de metionina a partir de homocisteína, por lo que su carencia se 

encuentra estrechamente vinculada con altos niveles de homocisteína en 

circulación. Altos niveles de homocisteína reflejan una alteración en 

muchos procesos vitales de la célula, con consecuencias adversas para los 

tejidos. Se considera que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo 

independiente para la arteriosclerosis, el síndrome metabólico y las 

complicaciones de la diabetes, entre otras enfermedades (Hayden y Tyagi 

2004). De hecho, valores séricos disminuidos de ácido fólico se han 

observado en individuos con diabetes (Giannattasio y col. 2010).  

 Se observó en ratas diabéticas preñadas que la suplementación con 

ácido fólico disminuye las malformaciones embrionarias y normaliza el 

desarrollo alterado de los embriones cultivados in vitro con alta glucosa 

(Wentzel y col. 2005).  También en ratones, se ha mostrado- que el ácido fólico 

previene los defectos de tubo neural, las malformaciones cardiovasculares y 

esqueletarias inducidas por la diabetes (Oyama y col. 2009). 

 El ácido fólico tendría también propiedades anti-apoptóticas. El 

tratamiento con ácido fólico incrementa la expresión proteica de Bcl-2 en 

embriones en etapa de organogénesis temprana de ratas diabéticas en 

donde dicha proteina antiapoptótica se encontraba reducida (Gareskog y 

col. 2006). Con la administración de folato también disminuye la tasa de 

apoptosis en los sacos vitelinos de ratas diabéticas. En estos sacos vitelinos 

 



  

se observa que se normaliza la morfología vascular, incrementándose los 

niveles de VEGF-A (Zabihi y col. 2007).  

 Los estudios poblacionales indican el amplio beneficio de la 

suplementación de folatos en la reducción del índice de malformaciones 

congénitas en la población general, y se aconseja su ingesta en mayores 

concentraciones (5 mg) en mujeres con antecedentes de malformaciones 

congénitas y en poblaciones de riesgo de inducción de malformaciones 

congénitas como las mujeres diabéticas gestantes, si bien no hay estudios 

específicos que hayan evaluado el efecto de la suplementación con ácido 

fólico en embarazadas con diabetes (CDC U.S. Department of Health 

1992; SAD 2010). 

 

 

 



  

 

 

 

Hipótesis general 
 

 

La diabetes materna induce un incremento en la tasa 

de malformaciones embrionarias, inducción que se relaciona 

con alteraciones en el metabolismo del ácido araquidónico, 

en la producción de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno y en la actividad de las MMPs y TIMPs en el 

embrión y la decidua de rata. Agonistas de los receptores 

activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) y/o el 

ácido fólico modulan las vías metabólicas y enzimáticas 

mencionadas en el embrión y la decidua de rata sana y 

diabética. 

 



  

 

 

Hipótesis de Trabajo 

   

 

 La diabetes materna induce alteraciones en el metabolismo del 

ácido araquidónico, en la producción de las especies reactivas del 

oxígeno y del nitrógeno y en la actividad de las MMPs y TIMPs en 

los embriones y deciduas que se vinculan a un incremento en la 

tasa de malformación embrionaria durante el período de 

organogénesis temprana. 

 El tratamiento dietario materno con aceites enriquecidos en 

ácidos grasos agonistas de PPARs modula la producción de 

prostaglandinas y de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno, y la actividad de las MMPs y TIMPs en los embriones y 

deciduas durante el periodo de organogénesis temprana en la rata. 

En la patología diabética, dicho tratamiento contribuye a prevenir 

en el embrión y la decidua alteraciones en la producción de 

prostaglandinas y de las especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno y las anomalías en la actividad de las MMPs y TIMPs  

que induce esta patología. 

 El tratamiento con ácido fólico modula la producción de las 

especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno y la actividad de las 

MMPs y TIMPs en el embrión y la decidua de rata. En la patología 

diabética, dicho tratamiento previene en el embrión y la decidua el 

estrés oxidativo y nitrosativo y las alteraciones en la actividad de 

MMPs y de TIMPs que induce esta patología. 

 

 



  

 

 

Objetivos específicos 

 

 

1) Evaluar en las ratas sanas y con diabetes : 

 Parámetros de crecimiento embrionario, tasa de 

reabsorción y malformación embrionaria. 

2) Evaluar en el tejido embrionario y decidual de ratas sanas y 

con diabetes : 

 Los niveles de PPARǂ, PPAR y PPARǅ. 

 Los niveles de PGI2. 

 Los niveles de PGE2.  

 Los niveles de TXA2. 

 La producción de óxido nítrico. 

 La peroxidación lipídica. 

 El daño inducido por peroxinitritos. 

 La actividad y expresión de las MMPs. 

 La actividad inhibitoria y expresión de los TIMPs. 

 El balance MMPs/TIMPs in situ. 

3) Evaluar en las ratas sanas y con diabetes el efecto de 

tratamientos dietarios ricos en ácidos grasos agonistas de 

PPARs sobre: 

 Parámetros de crecimiento embrionario, tasa de 

reabsorción y malformación embrionaria. 

4) Evaluar en los embriones y las deciduas de ratas sanas y con 

diabetes el efecto de tratamientos dietarios ricos en ácidos 

grasos agonistas de PPARs sobre: 

 Los niveles de PGI2. 

 



  

 

 Los niveles de PGE2.  

 La producción de óxido nítrico. 

 La peroxidación lipídica. 

 La actividad y expresión de las MMPs. 

 La actividad inhibitoria de los TIMPs. 

5) Evaluar en las ratas sanas y con diabetes el efecto del ácido 

fólico y del ácido fólico administrado junto a una dieta 

suplementada en aceite de cártamo, agonista de PPARs sobre: 

 Parámetros de crecimiento embrionario, tasa de 

reabsorción y malformación embrionaria. 

6) Evaluar en las ratas sanas y con diabetes el efecto del ácido 

fólico y del ácido fólico administrado junto a una dieta 

suplementada en aceite de cártamo, agonista de  PPARs 

sobre: 

 La producción de óxido nítrico. 

 La peroxidación lipídica. 

 La actividad y expresión de las MMPs. 

 La actividad inhibitoria de los TIMPs. 

 El balance MMPs/TIMPs in situ. 



  

 

 

 

Materiales y métodos 

 

 

Materiales 

 

 

Equipos de determinación colorimétrica 

Nitratos y nitritos (CAYMAN) 

Determinación de 6-ceto PGF1ǂ (CAYMAN) 

Determinación de isoprostanos (CAYMAN) 

Determinación de TXB2 (CAYMAN) 

 

Sales 

NaCl, NaHCO3, MgSO4, Na2HPO4, NaH2PO4, K2HPO4, KH2PO4, ClK, 

MgCl2, CaCl2, Na2CO3, Glucosa, NaHCO3, ZnCl2 (SIGMA, MALLINKRODT, 

CICARELLI, ANEDRA, PROMEGA o BAKER). 

 

Solventes 

 Ácido acético, glicerol, xilol, etanol absoluto, metanol, formaldehído, 

acetona, éter etílico, cloroformo, hexano, ácido trifluoroacético (ANEDRA, 

BIOPACK, MERCK, SINTORGAN o CICARELLI).  

 

Drogas y reactivos 

 Acrilamida, N' N' bis-metil-acrilamida, glicina, dodecilsulfato de sodio 

(SDS), tris (hidroximetil)-aminometano (Tris), N’,N’,N’,N’, azul de coomasie 

R-250, reactivo de Bradford, azul de bromofenol y glicina (BIORAD).  

Rojo Ponceau S, tetrametilenetilendiamina (TEMED), ácido tiobarbitúrico 

(TBA), malonildialdehído (1,1,3,3) tetraetoxipropano (MDA), 3,3' diamino-

 



  

benzidina (DAB), seroalbumina bovina (BSA), tetra acetato de etieldiamina. 

(EDTA), PGE2, estreptozotocina, buffer citrato, ácido fólico (SIGMA). 

Ácido tricloro acético (TCA) (J. T. BAKER), peróxido de hidrógeno 

(MALLINCKRODT), persulfato de amonio y ß-Mercaptoetanol (PROMEGA),  

[3H]-PGE2 (New England Nuclear Dupont). 

 

Anticuerpos 

 

Anticuerpos primarios Tipo Origen 

PPARǂ policlonal Cayman 

PPARǅ policlonal Santa cruz 

PPARǄ policlonal Santa cruz 

MMP9 monoclonal Calbiochem 

MMP2 monoclonal Calbiochem 

TIMP1 policlonal Calbiochem 

TIMP2 monoclonal Calbiochem 

TIMP3 policlonal Santa cruz 

Nitrotirosina monoclonal Calbiochem 

ǂ-actina monoclonal Sigma 

 

Anticuerpos secundarios origen 

Anti- IgG de conejo conjugado con la 
enzima peroxidasa de rábano 

Jackson ImmunoResearch 

Anti- IgG de ratón conjugado con la 
enzima peroxidasa de rábano 

Jackson ImmunoResearch 

Anti- IgG de conejo biotinilado. Vector Laboratories 

Anti- IgG de ratón preabsorbido en 
rata biotinilado. Vector Laboratories 

Anti- IgG de cabra biotinilado. Vector Laboratories 

 

También se utilizaron suero normal de caballo y suero normal de 

cabra (Vector Laboratories). 

 

 

 

 



  

Otros  

 Portaobjetos para inmunohistoquímica y para montado de cortes de 

crióstato (TNT), medio de montaje para crióstato cryoplast (BIOPACK), 

gelatina DQ fluorescente (Molecular Probes, INVITROGEN), lector Accu 

Check para determinación de glucemias y tiras de determinación de 

glucemia (ROCHE), marcadores de peso molecular preteñidos (Invitrogen), 

parafina (PARAPLAST), hematoxilina (BIOPUR), Tritón X-100 (ROHM & 

HAAS) y Tween-20 (MERCK), membranas de  nitrocelulosa y kit ECL de 

quimioluminiscencia para revelado de western blot (GE Healthcare), medio 

condicionado de células de fibrosarcoma humano HT-1080 (Laboratorio de 

Investigación del Cáncer, CEFYBO, Argentina), lápiz hidrofóbico (DAKO), kit 

de revelado con el complejo avidina-biotina (Vector Laboratories), soluciones 

fijadoras de tejido: HOPE I y II, pegamento fijador de cubre-objetos: Entellan 

y cóctel inhibidor de proteasas (SIGMA), aceite de cártamo (BUNGE CEVAL 

S.A.), aceite de oliva (SAN JUAN DE LOS OLIVOS). 

 

Programas de análisis de imagen  

Image J, Image ProPlus 

 

Programas de análisis estadístico 

Graphpad instat 3, Graphpad prism 4. 

 

Animales    

 Ratas hembra de la cepa Wistar fueron adquiridas en el Bioterio 

Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de 

Buenos Aires y mantenidas en el bioterio del Centro de Estudios 

Farmacológicos y Botánicos con alimento balanceado (Asociación 

Cooperativa Argentina, Buenos Aires, Argentina) y agua ad libitum, los ciclos 

de luz-oscuridad fueron de 14 y 10 horas respectivamente, la temperatura 

de 22 °C y humedad constante. El cuidado y uso de los animales ha seguido 

las normas de la guía de la Institución local, basada en las pautas del 

National Institute of Health (NIH) especificadas en “Principles of Laboratory 

Animal Care, NIH publication N° 85-23, revised 1985”. 

 

http://www.nih.gov/


  

Métodos 

 

 

Modelo experimental de diabetes   

 Las hembras diabéticas insulino dependientes se obtuvieron por 

administración de estreptozotocina disuelta en buffer citrato (50 mg/kg) por 

vía intraperitoneal en período previo al apareo. Cuatro días después de la 

administración de la droga, la diabetes se confirmó mediante la evaluación 

de las glucemias por obtención de sangre de la vena central de la cola. 

Dicho valor se cuantificó por método colorimétrico comercial empleando 

tiras reactivas y sensor de glucemia. Los niveles de glucosa en sangre de las 

ratas inyectadas con buffer citrato fueron inferiores a 100 mg/dL. Se 

incorporaron al grupo de ratas diabéticas aquellos animales con valores de 

glucemia mayores a 250 mg/dl.  

 

Apareos 

 Hembras controles y diabéticas de peso entre 200 y 300 gr. fueron 

apareadas durante la noche con machos controles. A la mañana siguiente 

se les tomó una muestra del fluido vaginal y se observó al microscopio. La 

presencia de espermatozoides en el extendido vaginal evidencia el estado de 

preñez, designándose a éste como día 0,5 de gestación. 

Las ratas fueron sacrificadas por dislocación cervical previa anestesia en 

cámara de CO2 en el día 10,5 o 11,5 de gestación. 

 

Tratamientos in vivo con agonistas dietarios de PPARs  

 En el día 0,5 de preñez tanto las ratas controles como diabéticas 

fueron asignadas al azar a 3 grupos experimentales: 

a. Ratas sanas y diabéticas alimentadas con el alimento balanceado (dieta 

estándar). 

b. Ratas sanas y diabéticas alimentadas con alimento balanceado 

suplementado con 6% de aceite de oliva el cual posee un 75% de ácidos 

grasos monoinsaturados (dieta suplementada con aceite de oliva). 

c. Ratas sanas y diabéticas alimentadas con alimento balanceado 

suplementado con 6% de aceite de cártamo, el cual posee un 75% de ácidos 

grasos poliinsaturados (dieta suplementada con aceite de cártamo). 

 



  

 La adición a la dieta estándar de un 6% de los aceites de oliva y 

cártamo, que poseen un 75% de ácido oleico y linoleico respectivamente, 

produce una modificación en la composición de nutrientes de la dieta que 

se detallan en la siguiente tabla según  el análisis realizado por el Instituto 

Nacional de Alimentos (INAL) de la Administración Nacional de 

Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) del Ministerio de 

Salud (Tabla 1). 

 

 
 
 

 
Dieta 

estándar 

Dieta 
estándar 

suplementada 
con 6% de 
aceite de 

oliva 

Dieta 
estándar 

suplementada 
con 6% de 
aceite de 
cártamo 

 cada 100g de dieta 
 
Carbohidratos (g) 

 
50 

 
48 

 
47 

 
Proteinas (g) 

 
25 

 
23,8 

 
23 

 
Grasas (g) 

 
5 

 
11 

 
11 

 
Contenido energético (KJ) 

1356 1422 1443 

 
Contenido de los principales 
ácidos grasos (g): 

 

   

16:0 (palmítico) 0,58 1,55 0,97 
18:0 (esteárico) 0,16 0,26 0,25 
18:1 (oleico) 1,27 5,77 1,81 
18:2 (linoleico) 1,99 2,41 6,49 
18:3 (linolénico) 0,73 0,57 0,55 

 

 Tabla 1. Composición dietaria analizado por el INAL 

 

Tratamientos in vivo con ácido fólico  

 Desde 2 semanas previas al apareo, ratas controles y diabéticas 

fueron inyectadas diariamente con 0,5 ml de una solución de ácido fólico 

(10 mg/ml) disuelto en agua estéril para inyectables con agregado de NaOH 

(1M) para neutralizar y disolver.  

 Para conformar el grupo control se inyectaron ratas controles y 

diabéticas diariamente con agua estéril para inyectables.  

 



  

Obteniéndose 3 grupos experimentales:    

a. Ratas controles y diabéticas inyectadas con agua estéril y alimentadas 

con alimento balanceado (dieta estándar) 

b. Ratas controles y diabéticas inyectadas con ácido fólico y alimentadas 

con alimento balanceado (dieta estándar + folato) 

c. Ratas controles y diabéticas inyectadas con ácido fólico y alimentadas 

desde el día 0,5 de preñez con alimento suplementado con aceite de 

cártamo (dieta suplementada con aceite de cártamo + folato). 

 

Obtención de embriones y deciduas 

En el día 10,5 de preñez, las ratas fueron sacrificadas por dislocación 

cervical. Se extrajo el útero y se lo colocó en cajas de Petri con Medio Krebs-

Ringer Bicarbonato salino con capacidad buffer (KRB): 5 mM glucosa, 145 

mM Na+, 2,2 mM Ca++, 1,2 mM Mg++, 127 mM Cl-, 25 mM HCO3-, 1,2 mM 

SO42- y 1,2 mM PO43--. 

 Utilizando pinzas y tijeras se abrió el útero bajo lupa y se removió la 

decidua con el embrión en su interior, algunas de las mismas fueron 

utilizadas para análisis inmunohistoquímico o embebidas en medio de 

montaje para cortes de crióstato. En otros casos, se separó de la decidua al 

embrión rodeado por las membranas de Reichert, el saco vitelino y el 

amnios. Los embriones fueron separados de dichas membranas y evaluados 

morfológicamente. Luego, tanto las deciduas como los embriones fueron 

congelados a –80ºC para posterior realización de las determinaciones que se 

describen a continuación. Se cuantificaron las deciduas que presentaban 

reabsorciones embrionarias y las mismas no fueron utilizadas para las 

determinaciones. 

 

Morfología embrionaria 

 La morfología embrionaria fue analizada bajo lupa, determinándose 

la viabilidad mediante la observación de latido cardíaco, el grado de cierre 

de tubo neural, el desarrollo cardíaco, el número de somitas y el grado de 

rotación sobre el eje axial embrionario.  

 Se consideraron embriones malformados aquellos que presentaban: 

Tubo neural abierto, cierre asimétrico de tubo neural, anomalías cardíacas, 

anomalías de rotación del eje axial. 

 

 



  

Determinación de proteínas 

La determinación de proteínas de las muestras fue realizada según la 

técnica descripta por Bradford (Bradford 1976). Una alícuota de 10 μl de 

tejido decidual homogeneizado o embrionario sonicado fue diluida en 800 μl 

de solución salina y posteriormente se le adicionó 200 μl de reactivo de 

Bradford. Luego de 5 minutos se determinó la absorbancia de cada muestra 

a una longitud de onda de 595 nm. La concentración proteica de la muestra 

fue obtenida mediante la comparación con una curva de calibración 

realizada utilizando BSA en diferentes concentraciones como estándar. 

 

Niveles de PGI2 

 La determinación de los niveles de PGI2 se realizó mediante la 

cuantificación de 6-ceto-PGF1ǂ, metabolito estable de PGI2 e índice de su 

producción (FitzGerald y col. 1983), mediante un equipo comercial. El 

método se basa en la competencia entre un trazador colorimétrico 

(acetilcolinesterasa unido a 6-ceto-PGF1ǂ) y la 6-ceto-PGF1ǂ contenida en la 

muestra por el anticuerpo anti-6-ceto-PGF1ǂ. 

 Muestras de 4 embriones fueron sonicadas en 600 l de buffer EIA 

(provisto por el kit) mientras que las muestras de deciduas se 

homogenizaron en 300 l de buffer EIA y se utilizaron con una dilución 

1:500. Una vez reservada una alícuota para la cuantificación de proteínas, el 

homogenato fue centrifugado y el sobrenadante se colocó en los wells de una 

microplaca; posteriormente se adicionó el trazador colorimétrico. Finalmente, 

se agregó el antisuero anti 6-ceto-PGF1ǂ que se une a un anticuerpo fijo en la 

base de la microplaca. Se incubó la placa y se leyó la densidad óptica del 

complejo cromogénico a 405 nm, refiriendo las lecturas de las muestras a 

las absorbancias de una curva de concentraciones conocidas. Los 

resultados se expresaron como pg de 6-ceto-PGF1ǂ por g de proteína.  

 

Niveles de PGE2 

Para la determinación de la concentración de PGE2 en tejidos 

embrionarios y deciduales se realizó un radioinmunoensayo (RIA). 4 

embriones fueron sonicados en 200 l de medio fosfato salino (PBS: K2HPO4 

1,5 g/l, KH2PO4 0,2g/l, NaCl 7,75 g/l) durante 5 segundos o 1 decidua fue 

homogenizada en 500 l de PBS. En ambos casos, una alícuota del 

homogenato se utilizó para cuantificar la concentración de proteínas totales 

 



  

por el método de Bradford. Las PGs fueron extraídas dos veces con 500 l 

de etanol absoluto y finalmente, el extracto fue evaporado en estufa de vacío 

y conservado a –20ºC hasta la realización del RIA. Las muestras 

embrionarias y deciduales fueron reconstituidas en 250 l de buffer RIA: 

1,411 g/l K2HPO4, 0,228 g/l KH2PO4, 9 g/l NaCl, 1 g/l NaN3, 1 g/l BSA, las 

muestras deciduales fueron diluidas 1:16.  

 El análisis se basó en el desplazamiento de la unión de la PGE2 

presente en la muestra con 3H-PGE2 exógena. El anticuerpo utilizado fue 

desarrollado en conejo y se utilizó una dilución 1:10. Los residuos 

extraídos y los reactivos se reconstituyeron en PBS 0,01 M (pH 7,4) 

adicionado con 0,15% de NaCl, 0,1% BSA y 0,1% de azida sódica. Los 

resultados se expresaron en pg/g de proteína. Para la separación entre 

la PGE2 radiactiva acomplejada con el anticuerpo y la forma libre, se 

utilizó carbón (1%)-dextrano (0,1%). 

 

Niveles de TXA2 

 La determinación de los niveles de TXA2 se realizó mediante la 

cuantificación de TXB2, metabolito estable de TXA2 e índice de su 

producción, mediante un equipo comercial. El método se basa en la 

competencia entre un trazador colorimétrico (acetilcolinesterasa unido a 

TXB2) y el TXB2 presente en la muestra por el anticuerpo anti-TXB2. Al 

mantenerse la concentración del trazador constante, la variación en la 

concentración del TXB2 será inversamente proporcional a la cantidad de 

trazador que permanezca unido al antisuero. 

 Se sonicaron muestras de 3 embriones en 500 l de buffer EIA o 1 

decidua en 300 l de buffer EIA, una vez reservada una alícuota para la 

cuantificación de proteínas, el homogenato fue centrifugado y el 

sobrenadante se colocó en los wells de una microplaca y posteriormente se 

adicionó el trazador colorimétrico. Finalmente, se agregó el antisuero anti-

TXB2 que se une a un anticuerpo fijo en la base de la microplaca. Se incubó 

la placa y se leyó la densidad óptica del complejo cromogénico a 405 nm, 

refiriendo las lecturas de las muestras a las absorbancias de una curva de 

concentraciones conocidas. Los resultados se expresaron como pg de TXB2 

por g de proteína. 

 

 

 



  

Niveles de peroxidación lipídica (TBARS) 

 Los lipoperóxidos fueron evaluados como sustancias reactivas al 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Janero 1990) por cuantificación del 

malondialdehído (MDA), producto de dicha reacción. Dos deciduas fue ron 

homogeneizadas en 600 l de buffer Tris-HCl 100 mM, pH 7,6. Se adicionó 

ácido tricloroacético (40% v/v) a los homogenatos y luego se los centrifugó a 

3000 rpm por 10 min. A continuación se agregó al sobrenadante un 

volumen equivalente de ácido tiobarbitúrico (46 mM), y la solución fue 

calentada a 95 0C por 15 min. Luego se detuvo la reacción enfriando las 

muestras y el color desarrollado por cada una de ellas fue medido en 

espectrofotómetro a 530 nm. Diferentes concentraciones de MDA fueron 

procesadas en las mismas condiciones que los homogenatos tisulares para 

realizar una curva estándar. Los resultados fueron expresados como nmol 

de TBARS por mg de proteínas. 

 

Niveles de isoprostanos  

 Se cuantificaron los niveles de 8-epi PGF2ǂ (8-isoprostano), mediante 

un equipo comercial. El método se basa en la competencia entre un 

trazador colorimétrico (acetilcolinesterasa unido a 8-isoprostano) y el 8-

isoprostano presente en la muestra por el anticuerpo anti-8-isoprostano. Al 

mantenerse la concentración del trazador constante, la variación en la 

concentración del 8-isoprostano será inversamente proporcional a la 

cantidad de trazador que permanezca unido al antisuero. 

 Se sonicaron muestras de 3 embriones en 250 l de NaOH 2N, una 

vez reservada una alícuota para la cuantificación de proteínas, se realizó la 

hidrólisis incubando el homogenato durante 2 horas a 45ºC, se neutralizó 

agregando 250 l de HCL obteniendo un pH=6-8, se centrifugó y el 

sobrenadante se colocó en los wells de una microplaca; posteriormente se 

adicionó el trazador colorimétrico. Finalmente, se agregó el antisuero anti-8-

isoprostano que se une a un anticuerpo fijo en la base de la microplaca. Se 

incubó la placa y se leyó la densidad óptica del complejo cromogénico a 405 

nm, refiriendo las lecturas de las muestras a las absorbancias de una curva 

de concentraciones conocidas. Los resultados se expresaron como pg de 8-

isoprostano por g de proteína embrionaria.  

 

 

 



  

Cuantificación de nitratos/nitritos 

 Para la determinación de los niveles de nitratos/nitritos, índice de la 

producción de óxido nítrico, se utilizaron muestras de 4 embriones, que 

fueron sonicados en 250 l de solución Tris-HCl 100 mM. Una alícuota fue 

separada para la determinación de proteínas totales por el método de 

Bradford y el resto del homogenato fue utilizado para la determinación de la 

concentración de nitratos/nitritos mediante un equipo comercial. La 

determinación incluye una reducción enzimática de los nitratos presentes 

en la muestra por acción de la enzima nitrato reductasa y posteriormente se 

cuantificaron los nitritos como azo-compuestos coloreados mediante el 

reactivo de Griess (Green y col. 1982). Finalmente se determinó la densidad 

óptica del producto coloreado a 540 nm en un lector de placas, utilizando 

curvas de NaNO3 y NaNO2 como estándares. Los resultados se expresaron 

en nmoles por mg de proteínas. 

 

Detección de la actividad de las MMPs    

La técnica de zimografía que emplea gelatina como sustrato evalúa la 

actividad de las MMPs con actividad gelatinasa, como la MMP2 y MMP9 

(Woessner 1995). Muestras de 5 embriones o 1 decidua fueron sonicadas u 

homogenizadas en 50 mM Tris, 5 mM CaCl2, 1 μM ZnCl2, 1% Tritón X-100. 

Alícuotas de 20 g de proteínas del sonicado embrionario y de 50 g de 

proteínas del homogenato decidual previamente mezcladas con buffer 

muestra (2% SDS, 10% glicerol, 0,1% azul de bromofenol, 50 mM Tris-HCl, 

pH 6,8) fueron sometidas a electroforesis en geles de 7,5% poliacrilamida 

con 0,1 % de SDS copolimerizados con 1 mg/ml de gelatina. Luego de la 

corrida electroforética, los geles fueron lavados en solución de lavado 1 

(Tris-HCl 50 mM, 2,5% de tritón X-100, pH 7,5) por 60 minutos para 

eliminar el SDS y posteriormente lavados por 3 veces durante 10 minutos, 

con solución de lavado 2 (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4). A continuación, los 

geles fueron incubados en buffer de digestión (50 mM de buffer Tris, pH 7,4, 

conteniendo 150 mM NaCl and 10 mM CaCl2) por 96 hs para las muestras 

embrionarias y 24 hs para las muestras de decidua a 37 ºC. El revelado se 

realizó por tinción con solución de azul de Comassie R-250 (0,5 % de azul 

de Comassie R250, en 30% de metanol/10% de ácido acético glacial en 

agua bidestilada) y posterior desteñido con solución desteñidora (30% de 

metanol/10% de ácido acético glacial en agua bidestilada), revelando de 

 



  

esta manera, regiones claras localizadas donde el sustrato ha sido 

degradado. Las MMP-2 y MMP-9 fueron identificadas por el correspondiente 

peso molecular de las bandas proteolíticas visualizadas, en comparación 

con estándares comerciales de peso molecular preteñidos. Las formas 

latentes de proMMP-2 y proMMP-9 pueden ser visualizadas en estos geles 

debido a la presencia de SDS que desestabiliza la unión de cisteína al 

átomo de zinc, la cual mantiene inactivo al zimógeno. Las actividades 

enzimáticas en el gel fueron cuantificadas usando un programa analizador 

de imágenes, tanto con respecto a la superficie como a la intensidad de las 

bandas, expresándose en unidades densitométricas arbitrarias 

(designándole el valor 1 a la intensidad de la banda control de MMP9). 

Estas bandas de degradación enzimática son específicas, ya que 

desaparecen en presencia de EDTA 0,01 M en el buffer de digestión 

(resultado no mostrado). Como control positivo se utilizó medio condicionado 

procedente de cultivo celular de la línea HT-1080 (fibrosarcoma humano), 

que secreta altas cantidades de MMP-2 y MMP-9 (Sato y col. 1994). 

 

Detección de la actividad inhibitoria de las MMPs por TIMPs  

 La actividad inhibitoria de los TIMPs fue evaluada por medio de la 

técnica de zimografía reversa (Staskus y col. 1991). Alícuotas de 20 g de 

proteínas del sonicado embrionario y de 50 g de proteínas del homogenato 

decidual, fueron diluidas en buffer muestra (2% SDS, 10% glicerol, 0,1% 

azul de bromofenol, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8) y sometidas a electroforesis en 

geles de 15% poliacrilamida con 0,1 % SDS copolimerizado con 1 mg/ml de 

gelatina y 25 % de medio condicionado de células HT-1080. Luego de la 

electroforesis los geles fueron lavados en solución de lavado 1 (Tris-HCl 50 

mM, 2,5% de tritón X-100, pH 7,5) por 60 minutos para eliminar el SDS y 

posteriormente lavados por 3 veces durante 10 minutos, con solución de 

lavado 2 (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4). A continuación, los geles fueron 

incubados en buffer de digestión (50 mM de buffer Tris, pH 7,4, 

conteniendo 150 mM NaCl and 10 mM CaCl2) por 24 hs a 37 ºC. Luego de la 

incubación fueron teñidos con solución teñidora (0,5 % de azul de Comassie 

R-250, en 30% de metanol/10% de ácido acético glacial en agua 

bidestilada) y desteñidos con solución desteñidora (30% de metanol/10% de 

ácido acético glacial en agua bidestilada). La actividad inhibitoria de los 

TIMPs se evidenció como bandas oscuras en un fondo claro que 

 



  

corresponde a la inhibición de la degradación de la gelatina, degradación 

presente en la matriz del gel por acción de las MMPs del medio 

condicionado donde no ejercieron su acción los TIMPs. Los TIMPs fueron 

identificados por comparación con los marcadores de peso molecular y 

controles positivos, y sus niveles evaluados por densitometría utilizando un 

programa analizador de imágenes (Image J). 

 

Western Blot de PPARs y TIMPs 

 El tejido decidual fue homogeneizado y luego sonicado durante 10 

segundos en 200 l de buffer de lisis (20mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 2% cóctel inhibidor de proteasas, pH 7,4) e incubadas a 4 °C 

por 2 horas. Luego se procedió a centrifugar durante 10 minutos a 10000 

rpm, 4 °C el homogenato de las distintas muestras, recuperándose el 

sobrenadante de las mismas para la evaluación de los niveles de las 

diferentes proteínas, en forma semejante a lo realizado previamente 

(Pustovrh y col. 2007). Una alícuota de esa fracción fue empleada para la 

determinación de proteínas como se detalló anteriormente. De cada 

muestra se tomó un volumen equivalente a 100 g de proteínas y se lo 

diluyó en buffer muestra 4X (2% SDS, 10% glicerol, 0,1% azul de 

bromofenol, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8). Las muestras fueron sometidas a 100 

°C durante 5 minutos con el objeto de desnaturalizar las proteínas. 

 Las mismas fueron sembradas en un gel SDS-PAGE 15% en 

condiciones desnaturalizantes y se procedió a realizar la corrida 

electroforética. Finalizada la electroforesis los geles fueron lavados durante 

30 minutos en buffer de transferencia (Trizma base 20 mM, glicina 150 mM, 

metanol 20%, pH 8,8), con el objeto de eliminar el SDS remanente. 

 Las proteínas fueron transferidas desde el gel a una membrana de 

nitrocelulosa, utilizando para ello un sistema de transferencia húmedo, en 

el cual todo el sistema (filtros, membranas y geles) se encuentra sumergido 

en el buffer de transferencia durante todo el proceso de la 

electrotransferencia, la cual se realizó durante 1 hora a 100 V a 4 °C. 

Finalizada la transferencia, se confirmó la misma mediante la tinción con 

rojo Ponceau. Luego las membranas fueron incubadas durante toda la 

noche con solución de bloqueo (1% de BSA en TBS: Trizma base 25 mM, 

136,7 mM  NaCl, 2,68 mM KCl, pH 7,4). Posteriormente las membranas se 

lavaron e incubaron con el anticuerpo primario diluído en TBS con 2 % 

 



  

BSA durante toda la noche a 4 °C.  Los anticuerpos utilizados fueron anti-

PPARǂ (diluido 1:200), anti-PPARǅ (diluido 1:200), anti-PPARǄ (diluido 

1:200), anti-TIMP1 (diluido 1:200), anti-TIMP2 (diluido 1:200) o anti-TIMP3 

(diluido 1:200) Luego de la incubación se realizaron 4 lavados de 10 

minutos cada uno con TTBS (TBS + 0,05% Tween-20) y 3 lavados de 10 

minutos cada uno con TBS para eliminar el anticuerpo no unido de manera 

específica. Finalizados los lavados se incubó la membrana durante 1 hora a 

temperatura ambiente y agitación con el anticuerpo secundario anti-IgG del 

animal correspondiente conjugado con la enzima peroxidasa (dilución: 

1/10000). Se realizaron nuevamente los lavados de la membrana y se 

procedió al revelado de la misma por medio de la técnica de 

quimioluminiscencia. Para ello la membrana fue incubada en una solución 

reveladora durante 1 minuto. Luego, la membrana fue observada y 

fotografiada en el procesador de imágenes ImageQuant (GE Healthcare) 

especialmente diseñado para detección de quimioluminiscencia.  

 La identidad de las proteínas se estableció mediante la utilización de 

estándares de peso molecular, controles positivos y, en todos los casos, las 

bandas seleccionadas se encontraban ausentes en el control negativo, 

realizado mediante la omisión del anticuerpo primario. 

 Luego la membrana de nitrocelulosa fue sometida a remoción del 

anticuerpo primario, incubándola durante 1 h a 50 °C con una solución de 

62,5 mM Tris, 100 mM -mercaptoetanol y 2% de SDS, pH 6,2. Luego de 

este proceso la membrana fue incubada con solución de bloqueo toda la 

noche y posteriormente con anticuerpo anti-actina, para realizar el control 

de carga. El anticuerpo anti-actina se utilizó en una dilución 1:500 y se 

incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. La incubación con el 

anticuerpo secundario y el revelado se realizó de la misma forma que la 

descripta anteriormente para los otros anticuerpos. 

 La intensidad de las bandas fue analizada empleando el programa 

Image J, teniendo en cuenta tanto la superficie como a la intensidad de las 

mismas, expresándose en unidades densitométricas arbitrarias relativas al 

control, al que se le asignó valor 1, luego de normalizarlo según el valor 

densitométrico correspondiente a la actina.  

 

 

 

 



  

 

Inmunolocalización de MMPs, TIMPs y residuos de nitrotirosina 

 Deciduas de ratas sanas y diabéticas con el embrión en su interior 

fueron explantados en día 10,5 de gestación tal como se detalló 

anteriormente, se fijaron en solución de HOPE I a 0-4ºC durante 48 horas, 

luego se comenzó el proceso de deshidratación para la inclusión en 

parafina. Se descartó la solución HOPE I y se adicionó 5 ml de una solución  

1:1000, HOPE II:acetona preparada en frío, se incubó a 0-2ºC por 1 hora. 

Pasado este tiempo se cambió la solución HOPE II-acetona por 5 ml de 

acetona pura enfriada previamente y se incubó 1 hora a 0-2ºC (este último 

paso se repitió 3 veces). 

Luego de los pasos de deshidratación, se descartó la acetona, se 

adicionó parafina a 56ºC y se incubó por 12 horas en estufa a temperatura 

constante a 56ºC.  

Finalizado este período, se dispuso el tejido en cubos de parafina líquida 

localizando la orientación mesometrial-antimesometrial de la decidua y, 

finalmente, se los dejó solidificar a temperatura ambiente. 

Cortes seriados transversales de 5 micrones de grosor fueron realizados 

con un micrótomo. Los cortes fueron colocados en portaobjetos cargados.  

Para la inmunolocalización con anticuerpos, los cortes fueron 

desparafinados en xilol 2 veces durante 10 minutos, y luego fueron 

rehidratados sometiéndolos a: etanol 100 %, etanol 90%, etanol 80%, etanol 

70% y PBS durante 10 minutos en cada solvente. Luego, se bloqueó la 

peroxidasa endógena con una solución 0,3 % de peróxido de hidrógeno 

durante 20 minutos, ya que el sistema de revelado se fundamenta en 

interacciones con peroxidasas exógenas, finalizado el bloqueo se realizan 

lavados con PBS y PBS-tween (0,05%). 

 Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos 

en PBS-tween (0,05%) adicionados con 1% BSA en cámara húmeda a 

temperatura ambiente durante 12 horas. Los anticuerpos utilizados fueron 

anti-nitrotirosina (diluido 1:1500), anti-MMP2 (diluido 1:200), anti-MMP9 

(diluido 1:800), anti-TIMP1 (diluido 1:500), anti-TIMP2 (diluido 1:700) o 

anti-TIMP3 (diluido 1:500).  Luego de ese período se lavó el anticuerpo 

primario excedente y se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado 

durante 1 hora en cámara húmeda a temperatura ambiente. Los anticuerpos 

secundarios fueron utilizados en una dilución 1:200 en suero normal diluido 

1:66 en PBS-tween. Luego de los lavados se agregó el complejo avidina- 



  

biotina (ABC) diluido 1:100 en PBS, y se incubó durante 1 hora en cámara 

húmeda a temperatura ambiente.  

 A continuación se lavó y se reveló la presencia del primer anticuerpo 

mediante el agregado del sustrato de la peroxidasa, DAB 0,04% en Tris 0,06 M 

pH 7,4 y peróxido de hidrógeno 0,01% durante 10 minutos. La enzima 

peroxidasa cataliza la oxidación de DAB obteniendo color marrón en el lugar de 

la inmunomarcación. La reacción para el revelado fue detenida luego de 10 

minutos con agua. Finalmente, se lavó el exceso de sustrato y producto 

cromogénico con PBS.  

El control negativo consistió en procesar los cortes de igual forma, pero 

omitiendo el anticuerpo primario. 

Posteriormente se deshidrataron  los cortes sometiéndolos a: etanol 70 %, 

etanol 80%, etanol 90% etanol 100% durante 10 minutos cada uno y 3 veces 

xilol 100% durante 10 minutos. Finalmente, se colocó fijador Entellan sobre el 

corte y se tapó con un cubreobjetos. 

 La intensidad y área de la inmunomarcación en los embriones y las 

deciduas procesadas para inmunolocalización de residuos de nitrotirosina, MMPs 

y TIMPs fueron observadas en un microscopio Zeiss Axiostar y analizadas con el 

programa ImageProPlus. Para cada condición experimental, la intensidad y el área 

de la marcación fue evaluada en 5 muestras correspondientes a distintos 

animales. Los datos que se muestran son relativos al valor 1 asignado al valor 

medio de la intensidad en el tejido control. 

 

Estudio de la tasa MMPs/TIMPs mediante zimografía in situ 

Se realizó una zimografía in situ en secciones de tejido decidual congeladas 

para visualizar la actividad gelatinolítica sobre cortes histológicos (Mook y col. 

2003). Para ello, las deciduas se embebieron en líquido de montado que se 

solidificó con hielo seco teniendo en cuenta la orientación mesometrial-

antimesometrial de las mismas. El tejido fue cortado en secciones seriadas de 16 

m de espesor mediante un crióstato a -20ºC.  

 Los cortes de tejido fueron incubados en cámara húmeda en oscuridad 

con 20 μg/ml de gelatina DQ con fluorescencia capturada proveniente de piel 

de cerdo en una solución Tris–CaCl2 (0,5 M Tris, 50 mM CaCl2, 1,5 M NaCl, 2 

mM azida sódica) por 90 minutos colocando un cubreobjetos sobre el corte. 

Finalizada la incubación, se removió el cubreobjeto y se realizaron varios 

lavados con PBS para finalmente montar el corte con una solución 1:1 de 

PBS:glicerol y un cubreobjetos. 

 



  

 

Las secciones fueron examinadas bajo microscopio de fluorescencia 

(Zeiss Axiophot) equipado con una cámara de captura directa de imagen.  

La actividad proteolítica de las MMPs es detectada como fluorescencia 

verde brillante dado que la gelatina DQ se encuentra conjugada con fluoresceína 

de forma tal que la fluorescencia se encuentra capturada, liberándose la misma 

ante la degradación del sustrato por las MMPs. 

La actividad gelatinolítica se determinó evaluando la cuantificación de la 

intensidad de la fluorescencia utilizando el programa ImageProPlus. Para cada 

condición experimental, la intensidad y el área de la marcación fue evaluada en 

5 muestras correspondientes a distintos animales. Los datos que se muestran 

son relativos al valor 1 asignado al valor medio de la actividad gelatinolítica del 

tejido control. 

Para confirmar la actividad específica de las MMPs en los cortes, se 

incubaron las secciones con gelatina DQ en presencia de 0,1 mM de o-

phenantrolina y 0,1 mM phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF), observan-dose 

que la actividad gelatinasa se inhibe completamente con o-phenanthrolina, 

mientras que no se observan efectos con la incubación con PMSF (datos no 

mostrados).  

 

Determinaciones estadísticas 

 Los datos de número de reabsorciones expresan el número de 

reabsorciones/total de sitios de implantación y los datos de número de 

malformaciones expresan el número de embriones malformados/total de 

embriones viables y sus comparaciones fueron realizadas empleando el test de 

chi cuadrado.  

 El resto de los resultados de este estudio representan la media y el error 

estándar. Las comparaciones entre grupos fueron llevadas a cabo, según 

correspondiera, empleando test t-Student al analizar 2 grupos experimentales, 

ANOVA de un factor al estudiar más de dos grupos experimentales, y ANOVA de 

dos factores al realizar el análisis estadístico de los tratamientos dietarios y con 

administración de ácido fólico efectuados en animales controles y diabéticos, 

utilizándose el test de Tukey como complementario. Para el análisis estadístico 

realizado se utilizó el software Graphpad Prisma 4 y Graphpad Instat 3. Las 

diferencias entre grupos se consideraron significativas cuando p fue menor a 

0,05. 



 

 

 

Resultados 
 

 

 

Capítulo I 

Anomalías inducidas por la diabetes en el embrión y 

la decidua de rata en el período de organogénesis 

temprana 

 

El presente estudio se inició con el análisis de características 

morfológicas y vinculadas al desarrollo embrionario en un modelo de 

diabetes y preñez inducido por estreptozotocina, droga que fue 

administrada en forma preconcepcional. 

Se centró el estudio en el embrión y el tejido decidual en etapa de 

organogénesis temprana, período de elevada susceptibilidad para la 

inducción de malformaciones embrionarias (Eriksson y col. 2003). 

La decidua, tejido materno producto de la modificación del 

endometrio uterino, rodea al embrión en el período de organogénesis 

temprana y provee de sustento, nutrientes y compuestos necesarios para el 

normal desarrollo embrionario. Es de fundamental importancia el estudio 

de la decidua ya que, alteraciones en el tejido decidual podrían condicionar 

el correcto desarrollo embrionario. 

En primer lugar, caracterizando el modelo experimental, se evaluó la 

glucemia materna, parámetros del crecimiento embrionario como el 

contenido proteico del embrión y el número de somitas por embrión y el 

porcentaje de reabsorciones y malformaciones embrionarias de ratas sanas 

y con diabetes. 

 

 



 

Glucemia materna, parámetros de crecimiento embrionario, tasa 

de reabsorción y malformación embrionaria 

 

Se estudiaron animales sanos y diabéticos en el día 10,5 de 

gestación. 

Cuando evaluamos la glucemia de las ratas, observamos que en las 

ratas diabéticas la misma se encontró incrementada respecto a la glucemia 

materna de las ratas sanas (p<0,001) (Tabla I). 

Al analizar el contenido proteico del embrión, un índice de 

crecimiento embrionario, se observó que este parámetro se encuentra 

disminuido en el embrión de rata diabética respecto al embrión de rata 

sana (p<0,001) (Tabla I). 

Además, al estudiar el número de somitas por embrión, índice que 

indentifica el grado de desarrollo embrionario, se observó que ese parámetro 

se encuentra disminuido en el embrión de rata diabética cuando se 

compara con el número de somitas por embrión de rata control (p<0,01) 

(Tabla I). 

 

  Control Diabético t de student 

Glucemia materna 
(mg/dl)  

 101±9 411±28 p<0,001 

Contenido proteico 
embrionario ( g) 

 56±4,2 28±3,0 p<0,001 

Número de somitas por 
embrión 13±0,5 11±0,4 p<0,01 

Tabla I. Glucemia materna y parámetros de crecimiento y desarrollo embrionario 
en el período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± error 
estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 14 
ratas. Test estadístico: t de student. 

 

En el modelo de diabetes evaluado se encuentra incrementado el 

porcentaje de reabsorciones embrionarias (p<0,001) cuando se compara con 

dichos porcentajes en las ratas sanas (Tabla II), observándose en las ratas 

 



 

diabéticas valores cinco veces mayores de este índice que en los animales 

sanos. 

En cuanto al índice de malformaciones embrionarias, el mismo se 

encuentra incrementado más de siete veces en las ratas diabéticas en 

relación al control (p<0,001) (Tabla II). 

 

  Control Diabético Chi cuadrado

Número de 
reabsorciones 

(%) 

 10/155  63/183 
(6,4%) (34,5%) p<0,001 

Número de 
malformaciones 

(%) 

 3/145 18/120 
(2,0%) (14,6%) p<0,001 

Tabla II. Tasa de reabsorción y malformación embrionaria en el período de 
organogénesis temprana. Los datos de número de reabsorciones expresan el 
número de reabsorciones / total de sitios de implantación y los datos de número 
de malformaciones expresan el número de embriones malformados / total de 
embriones viables. Test estadístico: chi cuadrado. 

 

 

Niveles de PPARs en el embrión y la decidua provenientes de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) son 

receptores nucleares que se encuentran involucrados en procesos 

antiinflamatorios, de diferenciación celular y en la homeostasis lipídica, 

entre otros procesos (Moraes y col. 2006) (Feige y col. 2006). 

Dadas las alteraciones observadas en los parámetros de crecimiento y 

desarrollo embrionarios y en la tasa de reabsorciones y malformaciones 

embrionarias en las ratas diabéticas y sabiendo que PPAR tiene un rol 

fundamental en el desarrollo embrionario (Braissant y Wahli 1998; Wang y 

col. 2007), fue de interés evaluar los niveles de este receptor nuclear en el 

embrión y la decidua de rata durante la organogénesis temprana. 

Si bien PPAR es la única isoforma presente en el embrión en etapa de 

organogénesis temprana (Braissant y Wahli 1998), se desconocía si los tres 

isotipos de PPARs se expresan en la decidua en esta etapa de desarrollo. 

 



 

Los niveles de PPAR fueron evaluados en los embriones y las deciduas 

de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación mediante western blot. 

 

Se observó que los niveles de PPAR se encuentran disminuidos en los 

embriones provenientes de ratas diabéticas (p<0,01) cuando se comparan 

dichos valores con los del embrión de rata sana (Figura 1). 
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Figura 1. Western Blot representativo y cuantificación de los niveles de PPARǅ / 
niveles de actina en el embrión de ratas sanas y diabéticas en período de 
organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada 
grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. ** p<0,01 
comparado con el control. Test estadístico: t de student. 

 

Abocándonos al estudio del tejido decidual, se evaluaron los niveles de 

los receptores nucleares PPAR, PPAR y PPARen las deciduas de ratas 

sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación mediante western blot. 

 

Los niveles de PPAR se encontraron disminuidos en las deciduas de 

ratas diabéticas (p<0,05) respecto a la deciduas de ratas sanas (Figura 2 A). 

No se observaron diferencias en los niveles de PPAR o PPAR cuando 

se compararon las deciduas de ratas diabéticas con las de ratas sanas 

(Figura 2 B y C). 
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Figura 2. Western Blot representativo y cuantificación de los niveles de PPARǂ, 
PPARǄ y PPARǅ en la decidua de ratas sanas y diabéticas en período de 
organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada 
grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. * p<0,05 
comparado con el control. Test estadístico: t de student. 

 

 

Niveles de PGI2 en el embrión y la decidua provenientes de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Considerando los elevados índices de reabsorciones y malformaciones 

embrionarias y hallazgos previos que muestran que la PGI2 estaría 
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involucrada en los mecanismos de inducción de malformaciones 

embrionarias (Baker y col. 1990); sabiendo además que la PGI2 es agonista 

endógeno de PPAR  y conociendo que el ácido araquidónico, ácido graso 

esencial, es transferido a través de la decidua y el saco vitelino al embrión 

en esta etapa de desarrollo, se estudiaron los niveles de la PGI2 en el 

embrión y la decidua en etapa de organogénesis temprana.  

Los niveles de la PGI2 se determinaron mediante el dosaje de los 

niveles de 6-ceto-PGF1, metabolito estable de PGI2, en el día 10,5 de 

gestación en el tejido embrionario y decidual de ratas sanas y diabéticas 

utilizando un enzimoinmunoensayo.  

 

Se observó que en el embrión de rata diabética los niveles de PGI2 se 

encuentran disminuidos (p<0,05) cuando se comparan dichos valores con 

los del embrión proveniente de rata sana (Figura 3 A).  

 

En forma semejante, se observó que los niveles de PGI2 también se 

encuentran disminuidos en el tejido decidual de rata diabética respecto al 

de rata control (p<0,05) (Figura 3 B). 
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Figura 3. Niveles de PGI2 en el embrión (A) y la decidua (B) de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. * p<0,05 comparado con el control. Test estadístico: t de student. 

 

 



 

 

Niveles de PGE2 en el embrión y la decidua provenientes de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Niveles adecuados de PGE2 son necesarios para el correcto desarrollo 

embrionario ya que esta prostaglandina se encuentra vinculada al cierre del 

tubo neural en el embrión (Piddington y col. 1996) (Wentzel y col. 1999). Se 

dosaron los niveles de PGE2 en los embriones y deciduas de ratas sanas y 

diabéticas en el día 10,5 de gestación mediante un radioinmunoensayo. 

 

Se observó que en el embrión de rata diabética, los niveles de PGE2 

se encuentran disminuidos (p<0,05) respecto a los niveles observados en el 

embrión de rata sana (Figura 4 A). 
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Figura 4. Niveles de PGE2 en el embrión (A) y la decidua (B) de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. ** p<0,01, * p<0,05 comparado con el control. Test estadístico: t de 
student. 

 

Por el contrario en la decidua donde el exceso de PGE2 es un marcador 

del estado proinflamatorio tisular (Davies y col. 1984), observamos que los 

niveles de PGE2 se encuentran incrementados en el tejido decidual de rata 

 



 

diabética cuando se comparan con los valores de dicho prostanoide en la 

decidua de ratas controles (p<0,01) (Figura 4 B). 

 

 

Niveles de TXA2 en el embrión y la decidua provenientes de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Dadas las alteraciones en los niveles de PGI2  y PGE2 embrionarios y 

deciduales surge la duda de si estas alteraciones son específicas para estas 

PGs o es general de los prostanoides debido a alteraciones en los niveles de 

ácido araquidónico o en la actividad de la COX. Es por ello que se estudió 

otro derivado del ácido araquidónico y producto de la COX, el TXA2, análisis 

realizado a través del dosaje de su metabolito estable TXB2, utilizando un 

enzimoinmunoensayo, en embriones y deciduas de ratas controles y 

diabéticas en el día 10,5 de gestación. 
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Figura 5. Niveles de TXA2 en el embrión (A) y la decidua (B) de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. * p<0,05 comparado con el control. Test estadístico: t de student. 

 

Se observó que los niveles de TXA2 se encuentran incrementados en 

los embriones provenientes de ratas diabéticas (p<0,05) (Figura 5 A) 

respecto a los valores obtenidos para los embriones de ratas controles. 
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También a nivel decidual los cambios que se observaron son 

específicos para los diferentes prostanoides dado que no se observaron 

diferencias en los niveles de TXA2 al comparar el tejido decidual de ratas 

sanas y diabéticas (Figura 5 B). 

 

 

Producción de óxido nítrico en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

El óxido nítrico (NO) es una molécula que actúa como morfógeno 

durante el desarrollo embrionario (Lee y Juchau 1994), a altas 

concentraciones puede tener efectos deletéreos induciendo apoptosis  (Plachta 

y col. 2003; Tranguch y col. 2003). Al combinarse con especies reactivas del 

oxígeno forma peroxinitritos, potentes agentes oxidantes que inducen daño a 

lípidos, proteínas y ADN (Beckman y Koppenol 1996). 

Se dosaron los niveles de nitratos/nitritos, índice de la producción de 

NO, mediante el ensayo colorimétrico de Griess, en ratas sanas y diabéticas 

en el día 10,5 de gestación. 

 

Los niveles de nitratos/nitritos se encuentran incrementados en el 

embrión de rata diabética cuando se comparan estos valores con los del 

embrión proveniente de rata sana (p<0,001) (figura 6 A). La decidua de rata 

diabética también evidencia una elevada producción de NO respecto a los 

valores determinados en el tejido decidual de rata sana (p<0,01) (Figura 6 B). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 6. Niveles de NO en el embrión (A) y la decidua (B) de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. *** p<0,001, ** p<0,01 comparado con el control. Test estadístico: t de 
student. 
 

 

Niveles de peroxidación lipídica en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en  

período de organogénesis temprana 

 

La diabetes, a través de la hiperglucemia y el incremento de sustratos 

capaces de ser oxidados, genera un aumento de las especies reactivas de 

oxígeno que se evidencia en la mayoría de los tejidos (Nishikawa y col. 2000; 

Giacco y Brownlee 2010). Estas moléculas son altamente reactivas y tienen 

la capacidad de oxidar ácidos grasos poliinsaturados, provocando la 

peroxidación lipídica de los mismos y alterando de manera irreversible la 

estructura y función de las membranas biológicas (Girotti 1985). 

 

La concentración de isoprostanos, producto de la lipoperoxidación del 

ácido araquidónico, es un sensible índice del estado oxidativo de los lípidos, 

que permite el análisis de la lipoperoxidación embrionaria. En este 

experimento se dosaron los niveles de isoprostanos mediante un 
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enzimoinmunoensayo en embriones de ratas controles y diabéticas en el día 

10,5 de gestación. 

 

Se observó que el embrión proveniente de rata diabética presenta un 

incremento en los niveles de isoprostanos respecto a los valores hallados en 

el embrión de rata sana (p<0,01) (Figura 7 A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 7. Niveles de isoprostanos en el embrión (A) y de TBARs en la decidua (B) de 
ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan 
el promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras 
provenientes de 8 ratas. ** p<0,01, * p<0,05 comparado con el control. Test 
estadístico: t de student. 
 

En el tejido decidual, los niveles de lipoperóxidos fueron 

determinados a través del dosaje de las sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) evaluándose este parámetro en las deciduas 

provenientes de ratas controles y diabéticas en el día 10,5 de gestación. 

 

Se observó que la concentración de TBARS se encuentra 

incrementada en la decidua de rata diabética cuando se compara con los 

valores de TBARS en la decidua de ratas controles (p<0,05) (Figura 7 B). 
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Inmunolocalización de residuos de nitrotirosina en el embrión y 

la decidua de rata control y diabética en período de 

organogénesis temprana 

 

Dada la existencia en el embrión y la decidua de rata diabética de 

incrementos en los niveles de NO y de especies reactivas de oxígeno y 

sabiendo que cuando el NO se combina con el O2.- se forman peroxinitritos 

que son potentes agentes oxidantes, que pueden nitrar los residuos de 

tirosina modificando en forma postraduccional múltiples proteínas (Webster 

y col. 2008), fue de interés evaluar la presencia de residuos de nitrotirosina.  

Se realizó una inmunomarcación de residuos de nitrotirosina, índice 

del daño inducido por peroxinitritos en embriones y deciduas de ratas 

controles y diabéticas en el día 10,5 de gestación. 

 

Los embriones de ratas diabéticas mostraron un incremento en la 

inmunomarcación para nitrotirosina en la región cefálica, cardíaca y caudal 

respecto a los embriones de ratas sanas  (p<0,01)  (Figura 8 A). 

 

Al evaluar la marcación para nitrotirosina en las deciduas, pudimos 

observar que el tejido decidual de ratas diabéticas evidenció un marcado 

incremento en la inmunomarcación para nitrotirosina que se localiza 

mayormente en la zona de lagunas sanguíneas de la decidua mesometrial 

en relación con la marcación de nitrotirosina observada en el tejido decidual 

de rata control  (p<0,001)  (Figura 8 B).  
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Figura 8. Inmunomarcación representativa y cuantificación de nitrotirosina en 
embriones (A y B) y deciduas (C y D) de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de 
gestación. Magnificación original: 100X. En cada grupo experimental se utilizaron 
muestras provenientes de 5 ratas. **  p<0,01 ***  p<0,001 comparado con el 
control. Test estadístico: t de student. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Actividad de las metaloproteasas de la matriz extracelular en el 

embrión y la decidua de rata control y diabética en período de 

organogénesis temprana 

 

Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs) son 

endopeptidasas que regulan eventos fisiológicos y de desarrollo mediante la 

remodelación de la matriz extracelular, ya sea clivando directamente 

componentes de la matriz o a moléculas asociadas a la misma permitiendo 

de esta manera la liberación de componentes que se encontraban 

encriptados en la matriz extracelular. 

Durante el desarrollo embrionario y feto-placentario, las MMPs están 

involucradas en la liberación de fragmentos de la matriz, factores de 

crecimiento y citoquinas que regulan el desarrollo del embrión y de la 

decidua que lo rodea (Vu y Werb 2000). 

Se midió la actividad de MMPs por la técnica de zimografía en 

embriones y deciduas de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de 

gestación. Esta técnica evalúa la actividad gelatinolítica de la MMP2 y 

MMP9 y por la composición del gel, permite evidenciar también la actividad 

gelatinolítica de las proMMPs. 

 

En el zimograma representativo observamos las bandas 

correspondientes a la actividad gelatinolítica de MMP9, proMMP2 y MMP2 

del control positivo que consiste en el medio condicionado de la línea celular 

HT1080, del embrión de rata sana y del embrión proveniente de rata 

diabética (Figura 9 A). En el embrión de rata diabética observamos un 

incremento en la actividad de la MMP9 (p<0,001) (Figura 9 B), proMMP2 

(p<0,001) (Figura 9 C) y MMP2 (p<0,05) (Figura 9 D) en relación a la 

actividad que estas gelatinasas presentan en el tejido control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 9. Zimografía representativa (A). Actividad de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y 
MMP2 (D) en embriones de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. *** p<0,01, * p<0,05 
comparado con el control. Test estadístico: t de student. 
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Figura 10, Zimografía representativa (A). Actividad de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y 
MMP2 (D) en la decidua de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. *** p<0,001 
comparado con el control. Test estadístico: t de student. 
 

En la Figura 10 A observamos en una zimografía representativa, las 

bandas correspondientes a la actividad gelatinolítica de  la MMP9, proMMP2 

y MMP2 del control positivo (medio condicionado de la línea celular 

HT1080), de la decidua de rata sana y de la decidua proveniente de rata 

diabética. En la decidua de rata diabética, se observó un incremento de la 

actividad de la MMP9 (p<0,001) (Figura 10 B) y proMMP2 (p<0,001) (Figura 
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10 C), mientras que no se observaron diferencias en la actividad de la 

MMP2 (Figura 10 D) cuando se compara con la actividad de estas MMPs en 

el tejido decidual de rata sana. 

 

 

Detección de MMP9 en el embrión y la decidua de rata control y 

diabética en período de organogénesis temprana 

 

Dado el incremento en la actividad de la MMP9 observado tanto en el 

tejido embrionario como decidual, fue de interés localizar mediante 

inmunomarcación la expresión proteica de la MMP9 en embriones y 

deciduas de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación.  

  

Pudimos observar que la marcación para la MMP9 se encontró 

incrementada en forma bastante homogénea en los tejidos embrionarios 

provenientes de ratas diabéticas respecto a los embriones provenientes de 

ratas sanas (p<0,05) (Figura 11 A). 

 

Cuando evaluamos la marcación para la MMP9 en el tejido decidual, 

observamos un incremento en la inmunomarcación para esta proteína en el 

tejido decidual de las ratas diabéticas en comparación al control (p<0,05) 

(Figura 11 B) evidenciándose dicho incremento en células deciduales y 

células gigantes del trofoblasto. 
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Figura 11. Inmunomarcación representativa y cuantificación de MMP9 en 
embriones (magnificación original: 100X) (A) y deciduas (magnificación original: 
200X) (B) de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. * p<0,05 comparado 
con el control. Test estadístico: t de student. 
 

 

Detección de MMP2 en el embrión y la decidua de rata control y 

diabética en período de organogénesis temprana 

 

Debido a que la actividad de la MMP2 y su forma latente se 

encontraron incrementadas en los embriones de rata diabética y que la 

actividad de la proMMP2 se vio aumentada también en las deciduas de 

ratas diabéticas, fue de interés localizar la expresión proteica de la MMP2 

mediante inmunohistoquímica en los embriones y las deciduas de ratas 

sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación.  
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Al evaluar la expresión de la MMP2, pudimos observar un incremento 

en la marcación de esta proteína que se distribuye de forma homogénea en 

los embriones de ratas diabéticas en relación a los embriones de ratas 

sanas  (p<0,01) (Figura 12 A). 

 

En la decidua de rata diabética, la inmunomarcación para la MMP2 se 

mostró incrementada respecto al control (p<0,01) (Figura 12 B) en las 

células deciduales. 
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Figura 12. Inmunomarcación representativa y cuantificación de MMP2 en 
embriones (magnificación original: 100X) (A) y deciduas (magnificación original: 
200X) (B) de ratas sanas y diabéticas en el día 10,5 de gestación. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. ** p<0,01 comparado 
con el control. Test estadístico: t de student. 
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Actividad de los TIMPs en el embrión y la decidua de rata control 

y diabética en período de organogénesis temprana 

 

La acción de las MMPs se encuentra finamente regulada a nivel 

postraduccional, tanto su trascripción, como la activación del zimógeno 

como a través de los inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPs) 

que ejercen una regulación de la actividad de las MMPs uniéndose al sitio 

activo de la enzima. 

Se evaluó la actividad de los TIMPs mediante la inhibición de la 

actividad de las metaloproteasas en embriones y deciduas de ratas 

controles y diabéticas en el día 10,5 de gestación utilizando la técnica de 

zimografía reversa. 

Dado que en la bibiografía no están descriptos los TIMPs durante el 

período de organogénesis temprana, en este estudio se determinó la 

presencia de TIMP1 y TIMP2 a nivel embrionario y decidual. 

 

En la Figura 13 A podemos observar una zimografía reversa 

representativa que muestra las bandas correspondientes a la actividad de 

TIMP1 y de TIMP2 en el embrión de rata sana y con diabetes.  

 

En el embrión proveniente de rata diabética, se encontraron 

incrementadas tanto la actividad de TIMP1 (p<0,01) como de TIMP2 

(p<0,01) cuando se comparan estos niveles con los hallados en el embrión 

proveniente de rata sana  (figura 13 B y C).  

 

En la Figura 14 A podemos observar una zimografía reversa 

representativa que muestra las bandas correspondientes a la actividad de 

TIMP1 y  de TIMP2 en la decidua de rata sana y diabética.  

 

En la decidua de rata diabética también se evidenció un aumento en 

la actividad de TIMP1 y TIMP2 respecto a los valores obtenidos para la 

decidua de rata control (p<0,05) (figura 14 B y C). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

                                                                                   

 

 
 
Figura 13. Zimografía reversa representativa (A). Actividad inhibitoria de TIMP1 (B) 
y TIMP2 (C) en el embrión de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. ** p<0,01 comparado 
con el control. Test estadístico: t de student. 
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Figura 14. Zimografía reversa representativa (A). Actividad inhibitoria de TIMP1 (B) 
y TIMP2 (C) en la decidua de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. * p<0,05 comparado 
con el control. Test estadístico: t de student. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Niveles de TIMPs en el embrión y la decidua de rata control y 

diabética en período de organogénesis temprana 

  

Mediante inmunohistoquímica, se evaluó la localización de TIMP1, 

TIMP2 y TIMP3 en embriones y deciduas de ratas sanas y diabéticas de día 

10,5 de gestación. 

 TIMP1 se encuentra ampliamente expresado en la organogénesis 

embrionaria, encontrándose una mayor inmunomarcación en el tubo neural 

y el corazón, tejidos que se encuentran en intensa remodelación en este 

período de desarrollo. Su expresión se encuentra incrementada en el 

embrión de rata diabética cuando se compara con el embrión de rata 

control (p<0,05) (Figura 15 A).  
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Figura 15. Inmunomarcación representativa y cuantificación de TIMP1 en embrión 
(magnificación original: 200X) (A) y decidua (magnificación original: 200X) (B) de 
ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis temprana. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. * p<0,05 comparado 
con el control. Test estadístico: t de student. 
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En el tejido decidual, se observó inmunomarcación de TIMP1 en las 

células deciduales y una expresión aún mayor en las células gigantes del 

trofoblasto, no observandose diferencias al comparar la decidua de rata 

sana y diabética (Figura 15 B).  

 

Respecto a la inmunomarcación de TIMP2, se observan niveles 

incrementados de TIMP2 en la región cefálica, cardíaca y caudal del embrión 

de rata diabética respecto al embrión de rata sana (p<0,01) (Figura 16 A). 
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Figura 16. Inmunomarcación representativa y cuantificación de TIMP2 en embrión 
(magnificación original: 100X) (A) y decidua (magnificación original: 100X) (B) de ratas 
sanas y diabéticas en período de organogénesis temprana. En cada grupo experimental se 
utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. ** p<0,01 comparado con el control. Test 
estadístico: t de student. 

 

Al evaluar el tejido decidual se observó inmunomarcación de TIMP2 

principalmente en las células deciduales. No se observaron diferencias en la 
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inmunomarcación de TIMP2 en las deciduas de ratas diabéticas respecto a las 

observadas en las deciduas de las ratas controles (Figura 16 B). 

 

Cuando estudiamos la inmunomarcación para TIMP3, se observaron 

bajos niveles de esta proteína tanto en los embriones de ratas sanas como 

diabéticas no detectándose diferencias significativas entre ambos grupos 

experimentales (Figura 17 A). 

 

Al evaluar la decidua de rata, se observó que la expresión de TIMP3 se 

encontraba principalmente en las células gigantes del trofoblasto mientras 

que la misma era débil en las células deciduales y que no había diferencias 

en su expresión entre las deciduas de ratas sanas y diabéticas  (Figura 17 B). 

 

En el tejido decidual, se realizaron estudios de western blot para 

cuantificar los niveles de TIMP1, TIMP2 y TIMP3 en las deciduas de ratas 

sanas y diabéticas. 

Se identificó en el tejido decidual tanto por peso molecular como a 

través de controles positivos a TIMP1 y TIMP2, observándose que TIMP3 se 

encuentra presente en muy bajas cantidades en la decidua de rata en el día 

10,5 de gestación. 

Al igual que en los estudios de inmunohistoquímica, no se observaron 

diferencias significativas en los niveles de TIMP1, TIMP2 o TIMP3 evaluados 

mediante western blot entre las deciduas de ratas sanas y diabéticas 

(Figura 18 A, B y C). 
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Figura 17. Inmunomarcación representativa y cuantificación de TIMP3 en embrión 
(magnificación original: 200X) (A) y decidua (magnificación original: 200X) (B) de 
ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis temprana. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. Test estadístico: t de 
student. 

Figura 17. Inmunomarcación representativa y cuantificación de TIMP3 en embrión 
(magnificación original: 200X) (A) y decidua (magnificación original: 200X) (B) de 
ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis temprana. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. Test estadístico: t de 
student. 
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Figura 18. Western blot representativo y cuantificación de TIMP1 (A), TIMP2 (B) y 
TIMP3 (C) en las deciduas de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 4 ratas. Test estadístico: t de 
student. 

 

 

Balance MMPs/TIMPs in situ en el embrión y la decidua de rata 

control y diabética en período de organogénesis temprana 

 

Dada las alteraciones observadas en la actividad de las MMPs y TIMPs 

en los embriones y deciduas de ratas diabéticas estudiadas en forma 

 



 

independiente, fue de interés evaluar la actividad metaloproteásica 

mediante una zimografía in situ que evalúa la actividad de MMPs en 

presencia de los TIMPs y por lo tanto indica el balance MMPs/TIMPs en 

embriones y deciduas de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana. 

Se evaluó el balance MMPs/TIMPs in situ en tejido embrionario y 

decidual congelado mediante la técnica de zimografía in situ. 

 

Se observó que existe un incremento en la proporción MMPs/TIMPs en 

el embrión de rata diabética en comparación con el embrión de rata sana, 

evidente en las somitas, el tubo neural y el corazón embrionario (p<0,01) 

(Figura 18 A y B). 
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Figura 19. Zimografía in situ representativa de embriones de rata sana y diabética 
(magnificación original: 200X) (A). Cuantificación de la zimografía in situ (B). Los 
datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se 
utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. ** p<0,01 comparado con el control. 
Test estadístico: t de student. S: somitas. 
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De forma similar, al estudiar el tejido decidual, observamos un 

importante incremento en la proporción MMPs/TIMPs en las células 

deciduales y los vasos sanguíneos de las deciduas de ratas diabéticas 

respecto a las provenientes de ratas sanas (p<0,001) (Figura 20 A y B). 
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Figura 20, Zimografía in situ representativa de deciduas de rata sana y diabética 
(magnificación original: 100X) (A). Cuantificación de la zimografía in situ (B). Los 
datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se 
utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. *** p<0,01 comparado con el control. 
Test estadístico: t de student. CD: células deciduales; VS: vasos sanguíneos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Capítulo II 

Efecto de la suplementación dietaria con agonistas 

de PPARs a ratas controles y diabéticas gestantes 

sobre el embrión y la decidua en el período de 

organogénesis temprana 

 

Nuestros hallazgos han identificado en el embrión y la decidua de 

rata diabética importantes alteraciones que marcan un estado de tipo pro-

inflamatorio. Además, sabemos que en la diabetes materna existe un déficit 

de ácidos grasos esenciales, como el ácido araquidónico, ácido graso 

derivado del ácido linoleico, imprescindible para el desarrollo embrionario 

(Reece 1999; Cetin y col. 2009). Además, conocemos que tanto el ácido 

araquidónico como la PGI2, derivada del mismo y también ciertos ácidos 

grasos monoinsaturados, como el ácido oleico, activan a los receptores 

nucleares PPARs que poseen propiedades antiinflamatorias en diferentes 

tejidos (Forman y col. 1997; Xu y col. 1999). Por ello continuando con este 

trabajo de tesis se postuló el posible efecto benéfico de la suplementación de 

la dieta con aceites de cártamo y de oliva, enriquecidas en ácido linoleico y 

oleico respectivamente en el embrión y la decidua de rata diabética en 

período de organogénesis temprana. 

 

Se estudió el efecto de la suplementación de la dieta estándar de los 

animales con 6% de aceite de cártamo o 6% de aceite de oliva suministrado 

a ratas sanas y diabéticas desde el día 0,5 al 10,5 de gestación. 

 

 



 

Glucemia e ingesta materna, parámetros de crecimiento 

embrionario y tasa de reabsorción y malformación embrionaria en 

ratas controles y diabéticas en etapa de organogénesis temprana 

 

Ratas sanas y diabéticas fueron sometidas desde el día 0,5 al 10,5 de 

gestación a los siguientes tratamientos dietarios: a) dieta estándar o control, 

b) dieta estándar suplementada con 6% de aceite de oliva, rica en ácidos 

grasos monoinsaturados y c) dieta estándar suplementada con 6 % de 

aceite de cártamo, rica en ácidos grasos poliinsaturados, para luego 

estudiar la glucemia y la ingesta energética materna, parámetros de 

crecimiento embrionario y la tasa de reabsorción y malformación 

embrionaria. El contenido nutricional de las dietas ha sido detallado en la 

sección Materiales y Métodos. 

 

Pudimos observar que los tratamientos dietarios no modifican los 

valores de glucemia de las ratas sanas ni de las ratas diabéticas (Tabla III). 

 

En cuanto a la ingesta energética, se observó que la misma no se ve 

modificada por las diferentes dietas en las ratas sanas. En las ratas 

diabéticas alimentadas con la dieta estándar, el consumo calórico materno 

se encuentra incrementado respecto al de las ratas controles (p<0,001) y se 

observó que las dietas suplementadas con aceite de oliva y de cártamo no 

modifican dicho parámetro. 

 

Al estudiar el contenido proteico embrionario, índice de crecimiento,  

se observó que las dietas no ejercen efecto sobre este parámetro en los 

embriones provenientes de ratas sanas. Por el contrario, en el embrión de 

rata diabética alimentada con dieta estándar donde se observa una 

disminución en el contenido proteico, tanto la suplementación de la dieta de 

los animales con aceite de oliva (p<0,05) como con aceite de cártamo 

(p<0,05) logran incrementar este parámetro de crecimiento embrionario 

(Tabla III). 

 

 

 



 

  
Dieta estándar 

Dieta estándar 
suplementada con 

6% de aceite de 
oliva 

Dieta estándar 
suplementada con 

6% de aceite de 
cártamo  

 Control Diabético Control Diabético Control Diabético

ANOVA 
2X2 

Glucemia 
materna 
(mg/dl) 

 103±10a 401±30b  91±30a 357±31b  90±40a 356±25b 

Dieta :  
NS 
Diabetes: 
p<0,001 
Interacción: 
NS 

Ingesta 
energética 
(Kcal/día) 

 65±1a 89±8b  60±2a 94±7b  63±7a 103±8b 

Dieta :  
NS 
Diabetes: 
p<0,001 
Interacción: 
NS 

Contenido 
proteico 

embrionario  
(g) 

 58±4,9a 29±3,1b  50±2,2 a 37±2,2 c  49±2,6 a 39±1,2 c

Dieta :  
NS 
Diabetes: 
p<0,001 
Interacción: 
p<0,001 

Número de 
somitas por 

embrión 

 13±0,2 a 11±0,3b 13±0,1 a 11±0,2 b 13±0,2 a 12±0,2 c

Dieta : p<0,05
Diabetes: 
p<0,001 
Interacción: 
p<0,05 

 

Tabla III. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre la glucemia, ingesta energética materna y parámetros de 
crecimiento embrionario de ratas sanas y diabéticas en el período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 14 ratas. Test estadístico: 
ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias 
significativas (p<0,05). 
 
 

El número de somitas, índice de desarrollo embrionario, permanece 

inalterado en los embriones de ratas sanas tratadas con los diferentes 

suplementos dietarios respecto al embrión de rata sana alimentada con la 

dieta estándar. En cambio, en el embrión de rata diabética alimentada con 

dieta estándar el número de somitas se encuentra disminuido y mientras la 

suplementación dietaria con aceite de oliva no modifica este parámetro, la 

administración de la dieta enriquecida en aceite de cártamo es capaz de 

incrementar el número de somitas (p<0,01) (Tabla III). 

 

En los embriones de ratas sanas, el porcentaje de reabsorciones 

embrionarias no se ve alterado por las dietas enriquecidas en agonistas de 

PPARs, mientras que en los embriones de rata diabética alimentada con la 

 



 

dieta estándar, la tasa de reabsorciones se encuentra incrementada y se 

reduce en forma importante tanto con el tratamiento con el suplemento 

dietario con aceite de oliva (p<0,001) como con el de aceite de cártamo 

(p<0,001) (Tabla IV). 

 

La tasa de malformaciones embrionarias en las ratas sanas no se ve 

alterada con los tratamientos dietarios consistentes en la suplementación 

del alimento con aceite de oliva y cártamo. Por el contrario, tanto la dieta 

enriquecida en aceite de oliva (p<0,05) como en aceite de cártamo (p<0,05) 

fueron capaces de reducir en un 50 % el porcentaje de malformaciones 

embrionarias que se encuentra aumentado en el embrión de rata diabética 

alimentada con dieta estándar (Tabla IV). 

 

  
Dieta estándar 

Dieta estándar 
suplementada con 

6% de aceite de 
oliva 

Dieta estándar 
suplementada con 

6% de aceite de 
cártamo  

 Control Diabético Control Diabético Control Diabético

Chi 
cuadrado 

Número de 
reabsorciones 

(%) 

11/170 a 91/253 b

(6,5%) (35,9%)
24/213 a 18/173 a

(11,3%) (10,3%)
19/199 a 27/224 a 
(9,6%) (12,1%) 

p<0,001 
 

Número de 
malformaciones 

(%) 

 3/159 a 23/162 b

(1,9%) (14,2%) 

 3/189 a 10/155 c

(1,6%) (6,4%) 

 2/180 a 14/197 c 
(1,1%) (7,1%) 

p<0,001 
 

Tabla IV. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre la tasa de reabsorción y de malformación embrionaria en 
ratas sanas y diabéticas durante el período de organogénesis temprana. Los datos de 
número de reabsorciones expresan el número de reabsorciones / total de sitios de 
implantación y los datos de número de malformaciones expresan el número de 
embriones malformados / total de embriones viables. Test estadístico: chi cuadrado. 
Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

Niveles de PGI2 en el embrión y la decidua provenientes de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Dados nuestros resultados que muestran la importancia de PGI2 en 

el período de organogénesis temprana y sus niveles alterados en el embrión 

 



 

y la decidua de rata diabética, se estudió en el día 10,5 de gestación la 

producción de PGI2, a través del dosaje de su metabolito estable, 6-ceto-

PGF1 en el embrión y la decidua de ratas controles y diabéticas que fueron 

alimentadas desde el día 0,5 al 10,5 de gestación con diferentes dietas: a) 

dieta estándar o control, b) dieta estándar suplementada con 6% de aceite 

de oliva y c) dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de cártamo. 

 

Pudimos observar que en el embrión de rata control, tanto la 

suplementación dietaria con el aceite de oliva (p<0,05) como la suplementación 

con el aceite de cártamo (p<0,001) incrementan los niveles de PGI2 cuando se 

comparan dichos valores con aquellos dosados en el embrión de rata sana 

alimentada con la dieta estándar (Figura 21 A). Si bien no se observan 

modificaciones en los niveles de PGI2 embrionario al suplementar la dieta de 

las ratas diabéticas con el aceite de oliva, la dieta enriquecida con el aceite de 

cártamo fue capaz de incrementar en los embriones de rata diabética los 

niveles de PGI2 (p<0,05) que se hallan disminuidos en el embrión de rata 

diabética alimentada con dieta estándar (Figura 21 A).  
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Figura 21. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre los niveles de PGI2 en el embrión (A) y la decidua (B) de rata 
sana y diabética en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el 
promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras 
provenientes de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. 
Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 
 

Al estudiar la producción de PGI2 en el tejido decidual que rodea y 

nutre al embrión en esta etapa del desarrollo, se observó que en la decidua 

proveniente de ratas controles, la dieta suplementada con el aceite de oliva 

fue capaz de incrementar los niveles de PGI2 (p<0,05) cuando se compara 

con la decidua de rata sana alimentada con dieta estándar, no habiéndose 

observado diferencias entre los niveles de PGI2 en embriones de ratas sanas 

alimentadas con la dieta estándar en relación a la dieta enriquecida en 

aceite de cártamo (Figura 21 B). En la decidua de rata diabética alimentada 

con dieta estándar, los valores de PGI2 se encuentran disminuidos y si bien 

la dieta rica en aceite de oliva sólo muestra una tendencia hacia el 

incremento de los niveles de dicha prostaglandina, la dieta suplementada 

con aceite de cártamo incrementa significativamente la producción de PGI2 

(p<0,05) (Figura 21 B). 

 

 

 



 

Niveles de PGE2 en el embrión y la decidua provenientes de 

ratas controles y diabéticas en período de organogénesis 

temprana 

  

Dada la relevancia de la PGE2 como morfógeno, los niveles alterados de 

esta prostaglandina evidenciadas en el embrión y la decidua de rata 

diabética, se estudió en el día 10,5 de gestación la producción de PGE2 en el 

embrión y la decidua de ratas controles y diabéticas alimentadas desde el 

día 0,5 al 10,5 de gestación con diferentes dietas: a) dieta estándar o 

control, b) dieta estándar suplementada con 6% de aceite de oliva, rica en 

ácido oleico y c) dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de cártamo, 

rica en ácido linoleico. 

 

Se observó que en los embriones provenientes de ratas sanas, el 

tratamiento dietario consistente en la suplementación de la dieta con el aceite de 

oliva no modificó los niveles de PGE2, pero la concentración de dicho 

prostanoide se incrementó al suplementar la dieta estándar con el aceite de 

cártamo (p<0,001) (Figura 22 A). En los embriones de ratas diabéticas donde los 

niveles de PGE2 se encuentran disminuidos en relación al control al alimentar 

las ratas gestantes con la dieta estándar, pudimos observar que tanto la dieta 

enriquecida con aceite de oliva (p<0,01) como con aceite de cártamo (p<0,001) 

logran incrementar la concentración de este prostanoide (Figura 22 A). 
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Figura 22. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre los niveles de PGE2 en el embrión (A) y la decidua (B) de 
rata sana y diabética en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el 
promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras 
provenientes de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. 
Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

También se evaluó la concentración de PGE2 en el tejido decidual, 

observándose que en la decidua de ratas sanas las dietas suplementadas 

con los agonistas de PPARs no afectan los niveles de esta prostaglandina. 

En forma interesante, en la decidua de ratas diabéticas alimentadas con la 

dieta estándar donde la PGE2 se encuentra incrementada en relación al 

control, tanto la dieta suplementada con el aceite de oliva (p<0,01) como 

con el aceite de cártamo (p<0,05) son capaces de disminuir a valores 

normales los niveles de PGE2 (Figura 22 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Producción de óxido nítrico en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Considerando la función de NO como morfógeno y la 

sobreproducción de NO que presentan los embriones y las deciduas de rata 

diabética durante la organogénesis temprana, se evaluó en el día 10,5 de 

gestación los niveles de nitratos/nitritos, índice de la producción de óxido 

nítrico, en el embrión y la decidua de ratas controles y diabéticas 

alimentadas desde el día 0,5 al 10,5 de gestación con los siguientes 

tratamientos dietarios: a) dieta estándar o control, b) dieta estándar 

suplementada con 6% de aceite de oliva y c) dieta estándar suplementada 

con 6 % de aceite de cártamo. 

 

Observamos que en el embrión de rata sana, los niveles de 

nitratos/nitritos no se ven modificados por los tratamientos dietarios con 

agonistas de PPARs  (Figura 23 A). Cuando evaluamos el embrión de rata 

diabética, encontramos que ambas dietas enriquecidas con agonistas de 

PPARs, la suplementada con el aceite de oliva (p<0,01) y la suplementada 

con el aceite de cártamo (p<0,05) fueron capaces de disminuir los niveles de 

nitratos/nitritos que se hallan aumentados en la rata diabética alimentada 

con la dieta estándar en relación al control (Figura 23 A). 
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Figura 23. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre la producción de NO en el embrión (A) y la decidua (B) de 
rata sana y diabética en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el 
promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras 
provenientes de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. 
Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 
 

Al evaluar las deciduas, observamos que mientras que los tratamientos 

dietarios no ejercen efecto sobre los niveles de nitratos/nitritos en las 

deciduas de las ratas controles, en el tejido decidual proveniente de ratas 

diabéticas, la dieta suplementada con el aceite de oliva redujo los niveles de 

nitratos/nitritos a valores semejantes a aquellos observados en el tejido 

control (p<0,001) (figura 23 B), si bien no se observaron diferencias en la 

producción de NO entre las deciduas de ratas diabéticas alimentadas con 

dieta estándar y con la dieta estándar suplementada con el aceite de 

cártamo (figura 23 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Niveles de peroxidación lipídica en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Dado que la elevada producción de especies reactivas del oxígeno es 

teratogénico durante la organogénesis embrionaria y que se encuentra 

elevada la lipoperoxidación lipídica en los embriones y deciduas de ratas 

diabéticas, se evaluó en el día 10,5 de gestación los niveles de isoprostanos 

en el embrión y de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) en 

la decidua de ratas controles y diabéticas sometidas desde el día 0,5 al 10,5 

de gestación a los siguientes tratamientos dietarios: a) dieta estándar o 

control, b) dieta estándar suplementada con 6% de aceite de oliva, rica en 

ácidos grasos monoinsaturados y c) dieta estándar suplementada con 6 % 

de aceite de cártamo, rica en ácidos grasos poliinsaturados. 

 

Los niveles de isoprostanos, sensible índice de peroxidación lipídica, 

se incrementaron en los embriones al suplementar la dieta estándar de las 

ratas sanas con el aceite de oliva (p<0,05) y con el aceite de cártamo 

(p<0,05) (Figura 24 A). En los embriones de ratas diabéticas alimentadas 

con dieta estándar, donde son mayores los niveles de isoprostanos respecto 

a los embriones de ratas controles, la dieta rica en aceite de oliva fue capaz 

de reducir los niveles de este índice de peroxidación lipídica (p<0,05), no 

observándose efecto con el tratamiento dietario enriquecido con el aceite de 

cártamo (Figura 24 A). 

 

Al estudiar el efecto de los tratamientos dietarios sobre los niveles de 

TBARS en la decidua de las ratas controles, observamos que la peroxidación 

lipídica no es afectada por la suplementación dietaria con los aceites de 

oliva y cártamo (Figura 24 B). Sin embargo, la peroxidación lipídica, 

incrementada en las deciduas provenientes de ratas diabéticas alimentadas 

con la dieta estándar en relación al control disminuye significativamente 

con el tratamiento in vivo consistente en la suplementación dietaria con el 

aceite de oliva y de cártamo (p<0,001) (Figura 24 B). 
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Figura 24. Efecto de la suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de 
aceite de cártamo sobre los niveles de isoprostanos en el embrión (A) y TBARs en la 
decidua (B) de rata sana y diabética en período de organogénesis temprana. Los 
datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se 
utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-
test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 
 

 

 



 

Actividad de las metaloproteasas en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Dada la relevancia de las MMPs en el proceso de remodelación propia 

de los eventos de desarrollo embrionario (Vu y Werb 2000) y las alteraciones 

observadas al evaluar la actividad de las MMPs en embriones y deciduas de 

ratas diabéticas, se evaluó en el día 10,5 de gestación la actividad de la 

MMP9 y MMP2 en ratas sanas y diabéticas alimentadas desde el día 0,5 al 

10,5 de gestación con las siguientes dietas: a) dieta estándar o control, b) 

dieta estándar suplementada con 6% de aceite de oliva y c) dieta estándar 

suplementada con 6 % de aceite de cártamo. 

 

En la Figura 25 A se observa en una zimografía representativa, las 

bandas correspondientes a la actividad gelatinolítica de la MMP9, proMMP2 

y MMP2 del medio condicionado de células HT1080 utilizado como control 

positivo y de embriones provenientes de ratas sanas y con diabetes 

alimentadas con una dieta estándar, enriquecida en aceite de oliva o 

cártamo.  

Al evaluar la actividad de las MMPs en los embriones provenientes de 

ratas sanas, observamos que la administración de las dietas suplementadas 

no modifican la actividad de la MMP9 (Figura 25 B). Por el contrario, en los 

embriones de rata diabética, donde se observa un incremento en la 

actividad de la MMP9 respecto a los embriones de ratas sanas alimentadas 

con la dieta estándar, observamos que tanto la dieta enriquecida en aceite 

de oliva (p<0,05) como en aceite de cártamo (p<0,05) redujeron la actividad 

de dicha enzima a valores similares a los observados en el tejido control 

(Figura 25 B). 

La actividad de la proMMP2 en los embriones de ratas sanas 

disminuyó al tratar in vivo los animales con la dieta suplementada con el 

aceite de oliva (p<0,05) (Figura 24 C). La actividad de la forma latente de la 

MMP2, aumentada en los embriones provenientes de ratas diabéticas 

alimentadas con la dieta estándar respecto a los embriones de ratas 

controles, también se redujo tanto con la suplementación de la dieta 

estándar con el aceite de oliva (p<0,001) como con el aceite de cártamo 

(p<0,001) (Figura 25 C). 

 



 

Cuando estudiamos la actividad de la MMP2 en los embriones de ratas 

sanas, observamos que al suministrar a los animales las dietas 

enriquecidas en aceite de oliva (p<0,01) y en aceite de cártamo (p<0,01) 

disminuyó la actividad de dicha enzima. En los embriones provenientes de 

ratas diabéticas observamos que la MMP2, cuya actividad se encuentra 

incrementada en los embriones de rata diabética alimentadas con el 

alimento estándar en relación al control, se redujo en forma importante con 

la suplementación de la dieta con el aceite de oliva (p<0,05) y con el aceite 

de cártamo (p<0,05) observándose bajo estas dietas valores similares a los 

observados en el tejido sano (Figura 25 D). 
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Figura 25. Zimografía representativa (A) que muestra el efecto de la 
suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cártamo sobre 
la actividad  de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y MMP2 (D) en embrión de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 
 

 

 

 



 

En cuanto al tejido decidual, en la Figura 26 A se observa una 

zimografía representativa que muestra las bandas correspondientes a la 

actividad gelatinolítica de la MMP9, proMMP2 y MMP2 del medio 

condicionado de las células HT1080 y de las deciduas de ratas controles y 

diabéticas que fueron alimentadas con dieta estándar, enriquecida en aceite 

de oliva o enriquecida en aceite de cártamo.  

Al analizar la actividad de las MMPs en el tejido decidual, 

observamos que la actividad de la MMP9 disminuye con el tratamiento 

dietario con el aceite de oliva (p<0,01) en las deciduas de ratas sanas 

mientras que la suplementación con el aceite de cártamo no modifica la 

actividad de dicha enzima cuando se la compara con las deciduas de ratas 

controles alimentadas con dieta estándar (Figura 26 B). Al estudiar la 

actividad de la MMP9 en las deciduas de ratas diabéticas, observamos que 

el incremento en la actividad de esta enzima observado en las deciduas de 

ratas diabéticas alimentadas con dieta estándar en relación al control, se 

previene tanto con la dieta enriquecida con el aceite de oliva (p<0,01) como 

con aceite de cártamo (p<0,05) (Figura 26 B). 

Respecto a la proMMP2, no observamos modificaciones en la 

actividad de esta proenzima en las deciduas cuando tratamos las ratas 

sanas con las dietas enriquecidas en agonistas de PPARs (Figura 26 C). En 

las deciduas provenientes de ratas diabéticas, observamos que si bien la 

actividad de la proMMP2 se encuentra incrementada en las deciduas de 

ratas diabéticas alimentadas con dieta estándar, ninguno de los 

tratamientos dietarios ejerce efecto sobre la actividad de esta proenzima 

(Figura 26 C).   

La actividad de la MMP2 es similar en las deciduas de ratas controles 

y diabéticas alimentadas con la dieta estándar y en ninguno de los casos 

varía con la suplementación dietaria de aceite de oliva o de aceite de 

cártamo (Figura 26 D). 
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Figura 26. Zimografía representativa (A) que muestra el efecto de la 
suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cártamo sobre 
la actividad  de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y MMP2 (D) en decidua de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

 



 

Actividad de los inhibidores tisulares de las MMPs en el embrión 

y la decidua de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Considerando que los TIMPs son inhibidores endógenos de las MMPs, 

que tanto a través de dicha inhibición como también en forma 

independiente de la misma poseen funciones relevantes en la embriogénesis 

(Brenner y col. 1989; Lambert y col. 2004) y que encontramos variaciones 

en la actividad de los TIMPs en embriones y deciduas de ratas diabéticas, 

continuamos los estudios evaluando en el día 10,5 de gestación la 

inhibición de la actividad de las MMPs por TIMPs en embriones y deciduas 

de ratas sanas y diabéticas a las cuales se les administró desde el día 0,5 al 

10,5 de gestación tratamientos dietarios consistentes en: a) dieta estándar o 

control, b) dieta estándar suplementada con 6% de aceite de oliva y c) dieta 

estándar suplementada con 6 % de aceite de cártamo. 

  

En una zimografía reversa representativa (Figura 27 A) podemos 

observar las bandas correspondientes a la actividad de TIMP1 y de TIMP2 

en embriones de ratas sanas y diabéticas que fueron sometidas a los 

tratamientos dietarios con alimento estándar, suplementado con aceite de 

oliva o aceite de cártamo. 

Se observó que la actividad de TIMP1 no se modifica con la 

administración de los tratamientos dietarios con agonistas de PPARs en 

embriones provenientes de ratas sanas. En los embriones de ratas 

diabéticas alimentadas con la dieta estándar, donde se evidencia un 

incremento en la actividad de TIMP1, si bien la dieta suplementada con 

aceite de oliva no modificó la actividad de esta proteína, la dieta enriquecida 

en aceite de cártamo fue capaz de aumentar aún más los niveles de TIMP1 

(p<0,05) (Figura 27 B). 

Respecto a TIMP2, observamos que la actividad de esta proteína en 

los embriones de ratas sanas no se modificó al tratar a los animales con las 

dietas suplementadas con aceite de oliva y cártamo (Figura 27 C). La 

actividad de TIMP2 que es mayor en los embriones de ratas diabéticas 

alimentadas con dieta estándar respecto a los embriones de ratas controles, 

no se vio modificada por el tratamiento dietario consistente en la 

suplementación con el aceite de oliva aunque se observó un incremento en 

 



 

su actividad con la suplementación con el aceite de cártamo (p<0,05) 

(Figura 27 C). 
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Figura 28. Zimografía reversa representativa (A) que muestra el efecto de la 
suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cártamo sobre 
la actividad inhibitoria de TIMP1 (A) y de TIMP2 (B) en el embrión de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 
 

En cuanto a la decidua, observamos en la Figura 28 A una zimografía 

representativa que muestra las bandas correspondientes a la actividad de 

TIMP1 y de TIMP2 en tejido decidual proveniente de rata sana y diabética 

que fueron alimentadas con dieta estándar o ricas en aceite de oliva o aceite 

de cártamo. 

Al analizar el tejido decidual de rata sana, observamos un incremento 

de la actividad de TIMP1 al tratar a los animales tanto con la dieta 

suplementada con aceite de oliva (p<0,01) como con la suplementada con 

aceite de cártamo (p<0,01) (Figura 28 B). En las deciduas provenientes de 

ratas diabéticas alimentadas con dieta estándar, donde se evidencia un 

incremento en la actividad de TIMP1 en relación al control alimentado con 

dieta estándar, la actividad de dicho TIMP se vio incrementada aún más con 

la administración de la dieta suplementada con aceite de oliva (p<0,05) y 

también con la suplementada con aceite de cártamo (p<0,01) (Figura 28 B). 
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Figura 28. Zimografía reversa representativa (A) que muestra el efecto de la 
suplementación dietaria con 6% de aceite de oliva o 6% de aceite de cártamo sobre 
la actividad inhibitoria de TIMP1 (A) y de TIMP2 (B) en la decidua de ratas sanas y 
diabéticas en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

Al estudiar la actividad de TIMP2, observamos que la misma se vio 

incrementada en las deciduas de ratas sanas con los tratamientos dietarios 

consistentes en la suplementación con el aceite de oliva (p<0,001) y el aceite 

de cártamo (p<0,05) (Figura 28 C). En las deciduas de ratas diabéticas 

alimentadas con la dieta estándar, donde es mayor la actividad de TIMP2 en 

relación al control alimentado con dieta estándar, los tratamientos que 

consisten en la suplementación dietaria con el aceite de oliva y el aceite de 

cártamo incrementan aún más la actividad de este inhibidor de MMPs 

(p<0,05) (Figura 28 C).  

 



 

 

 

 

Capítulo III 

Efecto del tratamiento in vivo con ácido fólico y 

agonistas de PPARs a ratas controles y diabéticas 

gestantes sobre el embrión y la decidua en el 

período de organogénesis temprana 

 

Considerando nuestros hallazgos que muestran resultados benéficos 

de la suplementación dietaria con agonistas de PPARs aunque sin una 

completa reversión de las alteraciones inducidas por la diabetes materna en 

el embrión y la decidua, y sabiendo que la ingesta de ácido fólico se 

prescribe durante el período periconcepcional a fin de prevenir la 

dismorfogénesis embrionaria y que se recomiendan dosis aún mayores para 

las gestantes diabéticas si bien no está clarificado aún su mecanismo de 

acción, fue de interés estudiar el efecto de la administración de ácido fólico 

a ratas sanas y diabéticas gestantes, como así también su administración 

conjunta con el tratamiento dietario enriquecido en aceite de cártamo.  

 

Se estudió el efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico 

y su administración conjunta con la suplementación de la dieta estándar 

con 6% de aceite de cártamo a ratas sanas y diabéticas desde el día 0,5 al 

10,5 de gestación. 

 

 

Glucemia, parámetros de crecimiento embrionario y tasa de 

reabsorción y malformación embrionaria en ratas sanas y 

diabéticas en etapa de organogénesis temprana 

 

Desde el día 0,5 al 10,5 de gestación, los animales sanos y diabéticos 

fueron sometidos a los siguientes tratamientos: a) dieta estándar o control, b) 

dieta estándar y administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido 

 



 

fólico y c) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido fólico 

junto a una dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de cártamo para 

luego estudiar la glucemia materna, parámetros de crecimiento y desarrollo 

embrionario y la tasa de reabsorción y malformación embrionaria. 

Pudimos observar que tanto la glucemia materna de las ratas controles 

como la de las ratas diabéticas permanece inalterada con la administración 

de los tratamientos de ácido fólico y la aplicación subcutánea de ácido fólico 

junto a la suplementación dietaria con aceite de cártamo y (Tabla V). 

 

Respecto al crecimiento embrionario, se observó que los tratamientos 

consistentes en la aplicación de ácido fólico y su aplicación conjunta con la 

administración de un dieta estándar suplementada con aceite de cártamo, 

no modificaron los valores del contenido proteico embrionario ni en las 

ratas sanas ni en las ratas diabéticas (Tabla V). 

 

 

 
Dieta estándar 

Dieta estándar y 
administración de 

ácido fólico 

Dieta estándar 
supl. con 6% de ac. 

de cártamo y 
administración de 

ácido fólico 

 Control Diabético Control Diabético Control Diabético

ANOVA 
2X2 

Glucemia 
materna 
(mg/dl) 

 105±15a 439±27b  99±28a 379±18b  97±36a 438±33b 

Tratamiento : 
NS 
Diabetes:  
p<0,001 
Interacción: 
NS 

Contenido 
proteico 

embrionario  
(g) 

 58±2,9a 29±1,0b  56±4,0a 30±1,7b 55±3,7a 29±1,5b 

Tratamiento : 
NS 
Diabetes:  
p<0,001 
Interacción: 
NS 

Número de 
somitas por 

embrión 

 12±0,2a 10±0,1b 12±0,2a 12±0,2a 13±0,2c 12±0,2a 

Tratamiento: 
p<0,001 
Diabetes:  
p<0,001 
Interacción: 
p<0,001 

Tabla V. Efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto 
con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre la glucemia 
materna y parámetros de crecimiento y desarrollo embrionario de ratas sanas y 
diabéticas durante el período de organogénesis temprana. Los datos expresan el 
promedio ± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras 
provenientes de 14 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. 
Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 



 

En los embriones provenientes de ratas sanas, el número de somitas, 

índice de desarrollo embrionario no se modificó con el tratamiento diario de 

folato, si bien se incrementó con el tratamiento consistente en el 

suplemento dietario con aceite de cártamo junto a la aplicación de ácido 

fólico (p<0,001) (Tabla V). En los embriones de rata diabética tratadas con 

dieta estándar, donde el número de somitas por embrión se encontró 

disminuido respecto a los embriones de ratas sanas, se observó un 

incremento en este índice de desarrollo embrionario tanto con el 

tratamiento in vivo con folato solo (p<0,001) como en conjunto con la 

suplementación dietaria con aceite de cártamo (p<0,001) (Tabla V). 

 

Al evaluar la tasa de reabsorciones embrionarias, se observó que este 

parámetro no se modificó en las ratas sanas ni con el tratamiento con folato 

solo ni con el tratamiento conjunto de folato con la dieta enriquecida en 

aceite de cártamo (Tabla VI). En cambio, en las ratas diabéticas tratadas 

con la dieta estándar donde el número de reabsorciones embrionarias se 

encuentra significativamente incrementado respecto al control, tanto el 

tratamiento con ácido fólico solo como su administración conjunta con la 

dieta enriquecida con aceite de cártamo, reducen ampliamente dicho 

parámetro (p<0,001) (Tabla VI). 

 

Respecto a las malformaciones embrionarias, en los embriones de 

ratas sanas, esta tasa no se modifica con los tratamientos con ácido fólico o 

con ácido fólico junto a la administración de una dieta rica en aceite de 

cártamo. En cambio, en los embriones provenientes de ratas diabéticas, 

donde se evidenció un incremento en la tasa de malformaciones 

embrionarias respecto al control, pudimos observar una disminución de las 

malformaciones embrionarias con el tratamiento diario con ácido fólico 

(p<0,05) y con el tratamiento con folato junto a la administración de la dieta 

rica en aceite de cártamo, obteniendo en este último caso, valores de tasa 

de malformación embrionaria similares a los observados en los embriones 

de ratas sanas (p<0,01) (Tabla VI). 

 

 



 

  
 

Dieta estándar 
Dieta estándar y 

administración de 
ácido fólico 

Dieta estándar 
supl. con 6% de 
ac. de cártamo y 

administración de 
ácido fólico 

 Control Diabético Control Diabético Control Diabético

Chi 
cuadrado

Número de 
reabsorciones 

(%) 

10/173a 85/255 b

(5,8%) (33,3%) 

5/131a 6/118a 

(3,8%) (5,1%) 

4/112a 6/88a 

(3,6%) (6,8%) 
p<0,001 

 

Número de 
malformaciones 

(%) 

2/163a 26/170 b 

(1,2%) (15,3%) 

1/126a 7/112c 

(0,8%) (6,2%) 

1/108ac 2/82ac 

(0,9%) (2,4%) 
p<0,001 

 

 

Tabla VI. Efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto 
con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre la tasa de 
reabsorción y de malformación embrionaria en ratas sanas y diabéticas durante el 
período de organogénesis temprana. Los datos de número de reabsorciones expresan 
el número de reabsorciones / total de sitios de implantación y los datos de número 
de malformaciones expresan el número de embriones malformados / total de 
embriones viables. Test estadístico: chi cuadrado. Diferentes letras expresan 
diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

Producción de óxido nítrico en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Considerando que el ácido fólico tiene la capacidad de regular los 

niveles NO en el sistema vascular (Stroes y col. 2000) y dada la anormal 

producción de NO que presentan los embriones y las deciduas de rata 

diabética durante la organogénesis temprana, se evaluó en el día 10,5 de 

gestación los niveles de nitratos/nitritos, índice de la producción de óxido 

nítrico, en el embrión y la decidua de ratas controles y diabéticas sometidas 

desde el día 0,5 al 10,5 de gestación con los siguientes tratamientos: a) 

dieta estándar o control, b) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  

de ácido fólico y c) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido 

fólico junto a una dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de 

cártamo. 

 

 



 

Los niveles de nitratos/nitritos no se modifican ni en los embriones 

de rata sana ni en los embriones de rata diabética con los tratamientos 

consistentes en la administración de ácido fólico tanto solo o en conjunto 

con la suplementación de la dieta con aceite de cártamo (Figura 29 A). 

 

Cuando evaluamos el tejido decidual de las ratas controles 

observamos que los niveles de nitratos/nitritos permanecen inalterados al 

tratar in vivo a los animales con la aplicación diaria de ácido fólico o con su 

aplicación realizada en conjunto con la suplementación dietaria con aceite 

de cártamo (Figura 29 B). En cambio, respecto a los niveles de 

nitratos/nitritos, incrementados en las deciduas provenientes de ratas 

diabéticas alimentadas con dieta estándar respecto al control, tanto la 

administración de ácido fólico solo como en conjunto con la dieta 

suplementada con aceite de fueron capaces de disminuir dichos niveles a 

valores similares a los hallados en los embriones de rata sana (p<0,05) 

(Figura 29 B). 
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Figura 29. Efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en 
conjunto con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre los 
niveles de nitratos/nitritos en el embrión (A) y la decidua (B) de rata sana y 
diabética en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± 
error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 
8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

Niveles de peroxidación lipídica en el embrión y la decidua 

provenientes de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

Dado que nuestros resultados previos evidenciaron un incremento en 

la lipoperoxidación lipídica en los embriones y deciduas de ratas diabéticas 

y conociendo que el ácido fólico es capaz de actuar como antioxidante 

(Moens y col. 2008), se evaluó en el día 10,5 de gestación los niveles de 

isoprostanos en el embrión y de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) en la decidua de ratas controles y diabéticas sometidas desde el 

día 0,5 al 10,5 de gestación a los siguientes tratamientos: a) dieta estándar 

o control, b) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido fólico 

a animales alimentados con dieta estándar y c) administración diaria 

subcutánea de 20 mg/Kg de ácido fólico junto a una dieta estándar 

suplementada con 6 % de aceite de cártamo. 

 

 



 

Pudimos observar que en los embriones de rata sana, los niveles de 

isoprostanos, índice de peroxidación lipídica, disminuyen respecto al 

control al tratar a los animales diariamente con ácido fólico (p<0,05), 

mientras que los mismos no se modifican cuando se trata a las ratas sanas 

con ácido fólico en conjunto con una dieta enriquecida en aceite de cártamo 

(Figura 30 A). En los embriones provenientes de ratas diabéticas que 

presentan un incremento de los niveles de isoprostanos respecto al control, 

ambos tratamientos, el consistente en la aplicación de ácido fólico solo y en 

conjunto con la suplementación dietaria con aceite de cártamo fueron 

capaces de reducir los niveles de isoprostanos (p<0,001) (Figura 30 A). 
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Figura 30, Efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en 
conjunto con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre los 
niveles de isoprostanos en el embrión (A) y de TBARs en la decidua (B) de rata sana 
y diabética en período de organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio 
± error estándar. En cada grupo experimental se utilizaron muestras provenientes 
de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras 
expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 

En cuanto a la peroxidación lipídica en el tejido decidual, observamos 

que en las ratas sanas el tratamiento con ácido fólico no tiene efecto 

significativo en los niveles de TBARS mientras que el tratamiento conjunto 

de ácido fólico con la suplementación dietaria con el aceite de cártamo 

redujo los niveles de este marcador de peroxidación lipídica (p<0,05) (Figura 

30 B). En las deciduas provenientes de ratas diabéticas, donde es importante 

el incremento de los niveles de TBARS respecto al control, tanto el 

tratamiento diario con el ácido fólico como la aplicación de ácido fólico en 

conjunto con la administración de una dieta enriquecida en aceite de 

cártamo fueron capaces de reducir los niveles de peroxidación lipídica 

(p<0,001) (Figura 30 B). 
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Actividad de las metaloproteasas en el embrión y la decidua de 

ratas controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 

Dado el incremento observado en la actividad de las MMPs en los 

embriones y deciduas de ratas diabéticas y dada la capacidad del folato de 

regular los niveles de NO y especies reactivas del oxígeno, agentes capaces 

de activar a las MMPs, fue de interés evaluar en el día 10,5 de gestación la 

actividad de la MMP9 y MMP2 en ratas sanas y diabéticas sometidas desde 

el día 0,5 al 10,5 de gestación a los siguientes tratamientos: a) dieta 

estándar o control, b) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg de 

ácido fólico y c) administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido 

fólico junto a una dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de 

cártamo. 

 

En la Figura 31 A podemos observar una zimografía representativa que 

muestra las bandas correspondientes a la actividad gelatinolítica de la 

MMP9, proMMP2 y MMP2 del control positivo, que consistió en medio 

condicionado de un cultivo de células HT1080, y de embriones provenientes 

de ratas sanas y diabéticas que fueron tratadas con la administración de 

ácido fólico o de ácido fólico en conjunto con una dieta suplementada con 

aceite de cártamo. 

Al evaluar la actividad de la MMP9 en los embriones de ratas 

controles, pudimos observar que la misma no se modifica al someter a los 

animales al tratamiento con folato ni al tratamiento conjunto de folato con 

la suplementación dietaria con aceite de cártamo (Figura 31 B). En los 

embriones de rata diabética donde la actividad de la MMP9 se encuentra 

incrementada respecto a la actividad de esta MMP en los embriones de rata 

sana, el tratamiento con folato no modificó los valores de actividad de esta 

enzima, mientras que el tratamiento conjunto de folato con la 

suplementación dietaria con aceite de cártamo fue capaz de disminuir los 

valores de actividad de esta MMP a valores similares al control (p<0,01) 

(Figura 31 B). 

Cuando estudiamos la actividad de la proMMP2 observamos, de 

manera similar a la actividad de la MMP9, que en los embriones de rata 

sana la actividad de esta proenzima no se modificó con ninguno de los 

tratamientos consistentes en la administración de ácido fólico o de ácido 

 



 

fólico en conjunto con una dieta rica en aceite de cártamo (Figura 31 C). En 

los embriones de rata diabética, donde la actividad de la proMMP2 está 

aumentada respecto al control, no se observó efecto con el tratamiento con 

folato pero sí se evidenció una reducción de la actividad de la forma latente 

de la MMP2 con el tratamiento conjunto de ácido fólico con la 

suplementación dietaria con el aceite de cártamo (p<0,001) (Figura 31 C). 

Respecto a la actividad de la MMP2, obtuvimos resultados similares a 

lo observado para la MMP9 y proMMP2; en los embriones de rata sana no 

se observaron modificaciones en la actividad de esta enzima con los 

tratamientos con ácido fólico y con ácido fólico junto a la dieta rica en aceite 

de cártamo (Figura 31 D). La actividad de la MMP2 en los embriones de rata 

diabética, incrementada respecto a la actividad de esta enzima en los 

embriones de rata sana, no se modificó con el tratamiento con folato 

mientras que la administración de ácido fólico en conjunto con la dieta 

suplementada con aceite de cártamo logró disminuir la actividad de la 

MMP2  en los embriones de rata diabética (p<0,05) (Figura 31 D). 
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Figura 31. Zimografía representativa (A) que muestra el efecto de la administración 
de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto con la suplementación dietaria con 
6% de aceite de cártamo sobre la actividad  de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y MMP2 
(D) en los embriones de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. Test estadístico: 
ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias 
significativas (p<0,05). 
 

 

En cuanto al análisis de las gelatinasa a nivel decidual, en la Figura 

32 A se observa un zimograma representativo que muestra las bandas que 

corresponden a la actividad gelatinolítica de la MMP9, proMMP2 y MMP2 y 

del medio condicionado de células HT1080 (control positivo) en el tejido 

decidual de ratas sanas y diabéticas que fueron tratadas con aplicación de 

ácido fólico o ácido fólico junto a la administración de un dieta rica en 

aceite de cártamo.   

Al estudiar la actividad de estas MMPs en el tejido decidual, 

observamos que la actividad de la MMP9 permanece inalterada en la 

decidua de rata sana tanto al tratar a los animales con la administración de 

ácido fólico como con el tratamiento de folato junto a la dieta suplementada 

con el aceite de cártamo (Figura 32 A). En las deciduas provenientes de 

ratas diabéticas, donde la actividad de la MMP9 está incrementada respecto 

a las deciduas de ratas sanas, la actividad de dicha enzima no se vio 

modificada con el tratamiento consistente en la administración de ácido 

fólico, sin embargo, se observó una disminución en la actividad de la MMP9 
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decidual cuando se sometió a las ratas al tratamiento conjunto de folato y 

la dieta enriquecida en aceite de cártamo (p<0,01) (Figura 32 B). 

Cuando evaluamos la actividad de la proMMP2, observamos un 

comportamiento similar a la actividad de la MMP9, sin observar efecto ni 

del tratamiento in vivo con ácido fólico solo o en conjunto con el aceite de 

cártamo sobre la actividad de la proMMP2 en las deciduas de ratas sanas. 

En las deciduas de ratas diabéticas, donde la actividad de la proMMP2 está 

incrementada, se observó que si bien la administración de ácido fólico no 

modificó la actividad de esta proenzima, el tratamiento conjunto de ácido 

fólico con la suplementación dietaria con el aceite de cártamo fue capaz de 

disminuir la actividad de esta proenzima (p<0,001) (Figura 32 C). 
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Figura 32. Zimografía representativa (A) que muestra el efecto de la administración 
de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto con la suplementación dietaria con 
6% de aceite de cártamo sobre la actividad  de la MMP9 (B), proMMP2 (C) y MMP2 
(D) en la decidua de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. Test estadístico: 
ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias 
significativas (p<0,05). 

 

 

En cuanto a la MMP2, en las deciduas provenientes de ratas sanas y 

diabéticas, la actividad de esta metaloproteínasa no se vio modificada ni con  

la administración de ácido fólico ni con el tratamiento que consiste en 

suplementar la dieta de los animales con aceite cártamo junto a la 

aplicación diaria de ácido fólico (Figura 32 D). 

 

 

Actividad de los inhibidores tisulares de las MMPs en el embrión 

y la decidua de ratas controles y diabéticas en período de 

organogénesis temprana 

 

 Siendo necesaria la existencia de un adecuado balance entre las 

MMPs y sus inhibidores endógenos, los TIMPs, para un normal desarrollo 

embrionario, y dado que dicho balance se encontró alterado en los 

dieta 
estándar 

dieta 
estándar 

 + ácido fólico

dieta 
supl. c/cártamo 
 + ácido fólico 

0.0

0.5

1.0

1.5 control

diabético

A
ct

iv
id

ad
 g

el
at

in
as

a 
de

 M
M

P
2

(u
ni

da
de

s 
re

la
tiv

as
)

a
aa

a
a

a

ANOVA 2 factores 
Tratamiento: NS  
Diabetes: p<0,05 
Interacción: NS 

 



 

embriones y las deciduas de rata diabética, se evaluó en el día 10,5 de 

gestación la actividad de los TIMPs en embriones y deciduas de ratas sanas 

y diabéticas a las cuales se les administró desde el día 0,5 al 10,5 de 

gestación tratamientos consistentes en: a) dieta estándar o control, b) 

administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido fólico y c) 

administración diaria subcutánea de 20 mg/Kg  de ácido fólico en conjunto 

con la dieta estándar suplementada con 6 % de aceite de cártamo. 

 

En la Figura 33 A se observa una zimografía reversa representativa 

que muestra las bandas correspondientes a la actividad de TIMP1 y de TIMP2 

en los embriones provenientes de ratas sanas y diabéticas tratadas con ácido 

fólico o con ácido fólico junto a una dieta rica en aceite de cártamo. 

Pudimos observar que en los embriones de ratas sanas la actividad 

de TIMP1 se incrementó cuando se las sometió al tratamiento con ácido 

fólico y también se observó un incremento en la actividad de TIMP1 al tratar 

a las ratas con ácido fólico junto a la dieta suplementada con el aceite de 

cártamo (p<0,05) (Figura 33 B). En los embriones de ratas diabéticas, donde 

existe un importante incremento de la actividad de TIMP1 respecto a los 

embriones de ratas sanas, se observó que tanto el tratamiento con folato 

como el tratamiento con folato en conjunto con la administración de una 

dieta rica en aceite de cártamo, aumentaron aún más la actividad de TIMP1 

(p<0,05) (Figura 33 B). 
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Figura 33. Zimografía reversa representativa (A) que muestra el efecto de la 
administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto con la 
suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre la actividad inhibitoria 
de TIMP1 (A) y de TIMP2 (B) en el embrión de ratas sanas y diabéticas en período de 
organogénesis temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada 
grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. Test estadístico: 
ANOVA 2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias 
significativas (p<0,05). 
 
 
 

 



 

Cuando estudiamos la actividad de TIMP2 observamos que en los 

embriones de ratas controles, la actividad de esta proteína no se modificó 

con los tratamientos con ácido fólico y con ácido fólico en conjunto con la 

dieta suplementada con aceite de cártamo (Figura 33 C). En los embriones 

de ratas diabéticas, donde la actividad de TIMP2 es mayor en relación al 

control, el tratamiento con folato incrementó aún más la actividad de TIMP2 

(p<0,01) mientras que la administración conjunta de ácido fólico con una 

dieta rica en aceite de cártamo no tuvo efecto sobre la actividad de TIMP2 

(Figura 33 C). 

 

En cuanto al tejido decidual, se muestra en la Figura 34 A una 

zimografía reversa representativa donde se observan las bandas 

correspondientes a la inhibición de la actividad gelatinolítica por TIMP1 y 

TIMP2 en el tejido decidual de ratas sanas y diabéticas tratadas con 

administración de ácido fólico o de ácido fólico junto con una dieta 

suplementada con aceite de cártamo. 

 Al evaluar la actividad de TIMP1 en el tejido decidual, pudimos 

observar que la misma no se modificó en la decidua de ratas sanas con 

ninguno de los tratamientos consistentes en administración de ácido fólico 

o de ácido fólico junto a la dieta estándar suplementada con aceite de 

cártamo (Figura 34 B). En la decidua de rata diabética, donde la actividad 

de TIMP1 está incrementada en relación al control, tampoco se observó 

efecto del tratamiento con ácido fólico solo o en conjunto con la dieta 

enriquecida en aceite de cártamo (Figura 34 B). 

De forma similar, al evaluar la actividad de TIMP2 se observó que la 

misma permaneció inalterada en las deciduas de ratas controles al someter 

a los animales a los tratamientos con folato y con folato junto a la dieta rica 

en aceite de cártamo (Figura 34 C). La actividad de TIMP2, incrementada en 

la decidua diabética en relación al control, tampoco se vió modificada con el 

tratamiento con ácido fólico solo o en conjunto con la dieta enriquecida en 

aceite de cártamo (Figura 34 C). 
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Figura 34. Zimografía reversa representativa (A) que muestra el efecto de la 
administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en conjunto con la suplementación 
dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre la actividad inhibitoria de TIMP1 (B) y de 
TIMP2 (C) en la decidua de ratas sanas y diabéticas en período de organogénesis 
temprana. Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron muestras provenientes de 8 ratas. Test estadístico: ANOVA 
2X2 y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias significativas (p<0,05). 

 
 
Balance MMPs/TIMPs in situ en el embrión y la decidua de ratas 

controles y diabéticas en período de organogénesis temprana 

 
Dada las alteraciones observadas en la actividad de las MMPs y TIMPs 

en los embriones y deciduas de ratas diabéticas y la capacidad del 

tratamiento con ácido fólico de modular la actividad de los TIMPs, y del 

tratamiento con ácido fólico junto a la dieta enriquecida en aceite de 

cártamo de modular tanto la actividad de las MMPs como de los TIMPs, fue 

de interés estudiar el balance MMPs/TIMPs en embriones de ratas 

diabéticas tratadas con ácido fólico solo y en conjunto con una dieta 

enriquecida en aceite de cártamo. 

El estudio del balance MMPs/TIMPs se realizó en cortes congelados de 

tejido embrionario y decidual mediante la técnica de zimografía in situ.  

 

La proporción MMPs/TIMPs que se encuentra incrementada en las 

somitas, el tubo neural y corazón de los embriones de rata diabética en 

relación al control, disminuyó con el tratamiento diario de ácido fólico y se 

redujo aún más con el tratamiento de ácido fólico junto a una dieta rica en 

 



 

aceite de cártamo, obteniéndose en este último caso valores similares al 

embrión de rata control (p<0,05)  (Figura 35 A y B). 

 

 
Embrión  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Zimografía in situ representativa de embriones de rata sana y diabética 
sin tratar y efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en 
conjunto con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre 
embriones de rata diabética (A). Cuantificación de la zimografía in situ 
(magnificación original: 200X) (B). Los datos expresan el promedio ± error estándar. 
En cada grupo experimental se utilizaron  muestras provenientes de 5 ratas. Test 
estadístico: t de student, ANOVA y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan 
diferencias significativas (p<0,05). S: somitas. 
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Figura 36. Zimografía in situ representativa de deciduas de rata sana y diabética 
sin tratar y efecto de la administración de 20 mg/Kg  de ácido fólico solo o en 
conjunto con la suplementación dietaria con 6% de aceite de cártamo sobre 
deciduas de rata diabética (magnificación original: 100X) (A). Cuantificación de la 
zimografía in situ (B). Los datos expresan el promedio ± error estándar. En cada 
grupo experimental se utilizaron muestras provenientes de 5 ratas. Test estadístico:  
t de student, ANOVA y post-test de Tukey. Diferentes letras expresan diferencias 
significativas (p<0,05). CD: células deciduales; VS: vasos sanguíneos. 
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Al evaluar el balance MMPs/TIMPs in situ en el tejido decidual, 

observamos que en la decidua de rata diabética, donde la proporción 

MMPs/TIMPs está incrementada en las células deciduales y los vasos 

sanguíneos en relación al control, no se observan modificaciones con el 

tratamiento materno diario con ácido fólico, mientras que se observa una 

clara disminución con el tratamiento de ácido fólico administrado 

conjuntamente con una dieta suplementada con aceite de cártamo 

(p<0,001)  (Figura 36 A y B). 

 



 

 

 

Discusión 

 

 

El número de pacientes con diabetes mellitus tipo I, tipo II y 

gestacional se incrementa día a día en parte debido a los cambios 

alimenticios y al sedentarismo. Un estudio de Wild y colaboradores estima 

que mientras que el 2,8% de la población total padecía diabetes en el 2000, 

en el 2030 se incrementará al 4,4% (Wild y col. 2004). Las múltiples 

complicaciones de la patología, entre ellas las cardiopatías, retinopatías, 

nefropatías, neuropatías y pie diabético reducen la calidad y esperanza de 

vida de los pacientes. El desarrollo de complicaciones en la diabetes se 

encuentra asociado al estrés oxidativo característico de esta patología 

(Giacco y Brownlee 2010). La diabetes constituye una complicación de la 

gestación, considerándose la gestación en la diabetes un embarazo de 

riesgo. En efecto, la diabetes materna se asocia a elevados índices de aborto 

espontáneo, malformaciones congénitas, disfunción placentaria, 

morbilidad-mortalidad materna y neonatal y alteración de la programación 

intrauterina contribuyendo a la inducción de síndrome metabólico en las 

generaciones subsiguientes (Martinez-Frias 1994; Desoye y Shafrir 1996; 

Yang y col. 2006; Michael Weindling 2009; Simeoni y Barker 2009). Las 

dificultades en el estricto control metabólico a través de la dieta y/o de la 

administración de insulina durante la gestación afectan al desarrollo 

gestacional y aún en mujeres bajo tratamiento, las malformaciones 

congénitas prevalecen en los hijos de madres diabéticas (Yang y col. 2006). 

En este trabajo se estudiaron probables vías de inducción de 

malformaciones embrionarias por la diabetes materna y se evaluaron 

tratamientos en modelos animales de diabetes plausibles de ser 

 



 

administrados a embarazadas diabéticas para prevenir dichas 

malformaciones. Se utilizó un modelo de diabetes experimental en rata 

obtenido por administración de estreptozotocina a animales adultos 

obteniendo animales que cursan glucemias que rondan los 400 mg/dl, 

compatibles con la preñez  (Jawerbaum y White 2010). Dicho modelo de 

diabetes experimental presenta una elevada tasa de malformaciones 

embrionarias (alrededor del 14%) lo que facilita el estudio de las mismas. 

Hemos avocado el estudio al período de organogénesis temprana 

embrionaria dado que es el período de mayor susceptibilidad para el 

desarrollo de malformaciones embrionarias (Eriksson y col. 2003). En este 

período, el embrión se encuentra rodeado de la decidua, tejido que le provee 

de sustento, nutrientes y compuestos que son necesarios para su normal 

desarrollo. Además, la decidua en un periodo posterior dará origen a la 

parte materna de la placenta. Por todo esto, es importante el estudio de la 

decidua ya que alteraciones en este tejido condicionarán el normal 

desarrollo embrionario y placentario. 

 

Al evaluar parámetros embrionarios de crecimiento y desarrollo se 

observa una disminución en el contenido proteico embrionario y en el 

número de somitas en los embriones de ratas diabéticas en relación al 

control, lo que indica que existe un retardo en el crecimiento y desarrollo 

embrionario inducido por la diabetes. En diferentes modelos experimentales 

de diabetes, el balance entre el exceso de nutrientes y el daño celular 

condicionan el mayor o menor grado de crecimiento y desarrollo 

embrionario y fetal (Jawerbaum y White 2010). También en humanos se 

observa que si bien la diabetes materna usualmente genera macrosomía 

evidente en la gestación a término, cuando la diabetes es severa induce 

retardo de crecimiento intrauterino, anomalía que se evidencia desde etapas 

más tempranas de la gestación (Van Assche y col. 1998). 

Al igual que en humanos, donde es sabido que la diabetes induce un 

incremento en la tasa de malformaciones congénitas (Martinez-Frias 1994), 

se observa que el modelo experimental de diabetes utilizado presenta una 

tasa elevada de malformaciones embrionarias y un incremento del número 

de reabsorciones embrionarias. Se sabe que la diabetes afecta a diferentes 

estadíos de la preñez, inclusive desde la ovulación y estadíos 

preimplantatorios (Moley 2001). Se observan alteraciones en el metabolismo 

 



 

del ácido araquidónico y del NO tanto en el ovocito y el blastocisto como en 

el útero que lo recibe (Jawerbaum y Gonzalez 2005). De esta forma, un 

incremento en la tasa de reabsorciones podría ser el reflejo de alteraciones 

en los procesos de ovulación, implantación o de malformaciones 

incompatibles con la vida inducidas por la diabetes materna. 

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) 

han sido ampliamente estudiados en el desarrollo de opciones terapéuticas 

para el tratamiento de la diabetes ya que los mismos son receptores 

nucleares que controlan la expresión de genes involucrados en la insulino 

resistencia, el control inflamatorio y el metabolismo lipídico (Michalik y col. 

2002). Conociendo el efecto del desbalance metabólico, los procesos pro-

inflamatorios en el desarrollo embrionario y feto-placentario en la diabetes 

materna (Jawerbaum y Gonzalez 2006) y la deficiencia en ácidos grasos 

esenciales agonistas de PPARs inducida por la diabetes, nuestro grupo de 

trabajo evalúa el rol de PPARs en el desarrollo intrauterino en modelos 

experimentales de diabetes (Jawerbaum y Capobianco 2010). 

En este trabajo estudiamos la expresión de PPARs en el tejido 

decidual y en el embrión de rata sana y con diabetes. Observamos que tanto 

PPARǅ como PPARǄ y PPARǂ se encuentran presentes tanto en la decidua 

de rata sana como diabética en etapa de organogénesis temprana; mientras 

que sólo PPARǅ se encuentra en el embrión en esta etapa del desarrollo. 

Varios trabajos reportan que PPARǅ es el único de los PPARs que se expresa 

en el embrión en período de organogénesis temprana (Michalik y col. 2002; 

Abbott 2009), siendo ésta la primera vez que se describe la expresión de 

PPARs a nivel decidual.  

Los estudios muestran la expresión de PPARǅ en el estadío de 

blastocisto donde la activación de este receptor mediante la PGI2, su 

agonista endógeno, se encuentra involucrada en los procesos de 

implantación embrionaria y decidualización (Lim y Dey 2000). De forma 

interesante, en nuestro trabajo hemos encontrado que tanto PPARǅ como 

su agonista PGI2, se encuentran disminuidos tanto en la decidua como en el 

embrión de rata diabética, lo que seguramente contribuye a que tanto los 

procesos de implantación y decidualización no se desarrollen normalmente 

en las ratas diabéticas, colaborando a la inducción de los incrementos 

observados en las tasas de reabsorciones y malformaciones embrionarias 

que presentan estas ratas.  

 



 

Así como encontramos disminuciones en los niveles de PGI2, los 

niveles de PGE2, otro importante prostanoide involucrado en la 

morfogénesis embrionaria, también se encontraron disminuídos en el 

embrión de rata diabética. Estos estudios corroboran hallazgos previos 

(Wentzel y col. 1999; Jawerbaum y col. 2000). En efecto, Piddington y 

colaboradores han estudiado el embrión de ratón durante el proceso de 

neurulación, encontrando niveles reducidos de PGE2 que se relacionan con 

el elevado índice de malformaciones en el cierre del tubo neural inducido 

por la diabetes materna (Piddington y col. 1996). En este trabajo 

observamos también que los niveles reducidos de PGE2 en el embrión de 

rata diabética se correlacionan con el elevado índice de malformaciones, 

entre las cuales se encuentran en alta proporción las inducidas por un 

cierre defectuoso del tubo neural. Se conoce que el embrión sintetiza PGE2 

desde estadíos tempranos (Ni y col. 2003). La PGE2 puede ser sintetizada 

mediante la PGE2 sintasa citosólica dando lugar a PGE2 que en su mayoría 

se liberará extracelularmente para actuar en forma parácrina sobre 

receptores de PGE2 ubicados en la membrana plasmática o mediante la 

PGE2 sintasa microsomal que se encuentra en la membrana nuclear (Gobeil 

y col. 2003). En neuronas y en células endoteliales de la microvasculatura 

cerebral se ha observado que la expresión de receptores para PGE2 

ubicados en la membrana nuclear regula la transcripción génica de eNOS 

(Bhattacharya y col. 1998; Gobeil y col. 2002). En conjunto esto nos hace 

pensar que la PGE2 necesaria para el proceso de cierre del tubo neural sea 

la que es sintetizada por la PGE2 sintasa localizada en el núcleo de las 

células embrionarias y que actuaría a nivel de los receptores que se 

encuentran en la membrana nuclear de las células del tubo neural. De esta 

forma se explicarían las diferencias que surgen al analizar los niveles y 

función de la PGE2 en el embrión en desarrollo donde cumpliría una 

función morfogénica y en la decidua, donde ejercería un rol pro-

inflamatorio. En este estudio verificamos que el efecto de la diabetes sobre 

los prostanoides es específico para cada uno de ellos en los diferentes 

tejidos y parece no ser general sobre la ciclooxigenasa o fosfolipasa, ya que 

el TXA2, otro derivado del ácido araquidónico, a diferencia de la PGI2 y 

PGE2, se encuentra incrementado en el embrión de rata diabética en 

relación al control. 

 



 

Al estudiar el tejido decidual observamos que la PGE2 se encuentra 

aumentada en la decidua de rata diabética, lo cual podría estar indicando 

un incremento en el estado inflamatorio inducido por la diabetes. Se ha 

observado que pacientes diabéticos poseen niveles incrementados de PGE2 

circulatoria en asociación con complicaciones de tipo inflamatorio (Izuora y 

col. 2005) y más aún el exceso de esta prostaglandina tiene propiedades 

pro-inflamatorias en el tejido uterino y placentario (Jawerbaum y Gonzalez 

2006). 

Es sabido que la diabetes materna induce un ambiente pro-

inflamatorio que afecta el normal desarrollo intrauterino (Pampfer y col. 

1997; Jawerbaum y Gonzalez 2006; Myatt 2010). En modelos 

experimentales de diabetes, tanto el útero durante el período de 

implantación, como la placenta y el feto en desarrollo presentan una 

sobreproducción de agentes pro-inflamatorios. En estos tejidos, hay un 

aumento de las especies reactivas del oxígeno, citoquinas y prostaglandinas 

pro-inflamatorias, óxido nítrico y peroxinitritos (Kossenjans y col. 2000; 

Viana y col. 2000; Jawerbaum y Gonzalez 2005; Pustovrh y col. 2005).  

 El óxido nítrico cumple un rol fundamental en el proceso de 

angiogénesis, que tiene lugar tanto durante la decidualización como en la 

formación de la placenta (Reynolds y Redmer 2001; Hemberger y col. 2003). 

La vasculogénesis se inicia en el saco vitelino antes que en el embrión y se 

observa que durante este proceso el saco vitelino expresa tanto iNOS como 

eNOS en forma secuencial y que la regulación en la producción de NO es 

fundamental para un desarrollo vascular normal (Nath y col. 2004). 

Además, durante la organogénesis embrionaria, el NO es un morfógeno y ya 

es consensuada la idea de que son necesarios adecuados niveles de NO 

para una correcta morfogénesis (Young y col. 2002; Plachta y col. 2003). En 

forma clara se observó en embriones de rata de día 10.5 de gestación que 

tanto un exceso de NO como una inhibición en la síntesis de este 

compuesto inducían defectos en el cierre del tubo neural (Lee y Juchau 

1994) y que ratones knockout para iNOS no presentan malformaciones 

embrionarias con la inducción de diabetes (Sugimura y col. 2009). 

 La literatura nos muestra que la hiperglucemia induce incrementos 

en los niveles de NO en diversos tejidos como en el útero, en el saco vitelino, 

el oocito, en el embrión preimplantatorio y durante la organogénesis 

(Jawerbaum y col. 1998; Novaro y col. 1998; Jawerbaum y col. 2002; Nath y 

 



 

col. 2004; Jawerbaum y Gonzalez 2005). En este estudio hemos evaluado 

los niveles de NO a través de sus metabolitos estables, los nitratos/nitritos, 

encontrando niveles incrementados de los mismos no solo en los embriones 

sino también en la decidua de rata diabética.  

 Siguiendo con el estudio de los procesos pro-inflamatorios inducidos 

a nivel intrauterino por la diabetes, hemos evaluado los niveles de 

lipoperóxidos que se originan por oxidación de ácidos grasos 

poliinsaturados por especies reactivas del oxígeno o peroxinitritos 

(Adibhatla y Hatcher 2008). Los lipoperóxidos pueden reaccionar 

propagando su propia generación y oxidando tanto las proteínas como el 

ADN generando de esta forma daño celular (Spiteller 2006). La observación 

de niveles incrementados de lipoperóxidos en el embrión y la decidua de 

rata diabética, nos indica la existencia de un incremento en las especies 

reactivas de oxígeno y su consecuente toxicidad durante el desarrollo en 

etapa de organogénesis temprana, hallazgos que corroboran estudios 

previos que identifican el daño oxidativo embrionario y su vinculación con 

la inducción de malformaciones congénitas (Wentzel y Eriksson 2002; 

Morgan y col. 2008).  

 Acorde con los elevados niveles de NO y especies reactivas de oxígeno 

hallados, también observamos un incremento en la inmunomarcación para 

nitrotirosina en el embrión y la decidua de rata diabética. Un incremento en 

residuos de tirosina nitrados nos indica la presencia de niveles 

incrementados de peroxinitritos formados a partir de la reacción del NO. con 

el O2.-, siendo los peroxinitritos agentes altamente oxidantes que inducen 

daño celular oxidando lípidos, ADN y proteínas. Dado que en la decidua 

diabética la marcación para nitrotirosina se localiza en la zona mesometrial 

donde se encuentran las lagunas sanguíneas y donde ocurre la formación 

de la placenta, esto podría generar defectos en la formación de la misma. 

Debe considerarse que los peroxinitritos regulan en forma post-traduccional 

la actividad de múltiples proteínas, generándose ante su exceso alteraciones 

en la actividad de ciertas enzimas, en la tasa de degradación proteica y 

modificaciones en la transducción de señales celular (Webster y col. 2008). 

Una de las enzimas susceptible de ser nitrosilada es la PGI2 sintasa (Zou y 

col. 1999) y éste podría ser un mecanismo involucrado en los menores 

niveles de PGI2 encontrados tanto en el embrión como en la decidua de rata 

diabética. 

 



 

 Un ambiente pro-inflamatorio afecta también la actividad de las 

metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs). Tanto el  óxido nítrico 

como las especies reactivas del oxígeno pueden regular la actividad de las 

MMPs, enzimas involucradas en la remodelación de la matriz extracelular 

(Pustovrh y col. 2005; Pustovrh y col. 2007). 

 La actividad de las MMPs es requerida durante el desarrollo, la 

misma se encuentra involucrada en la degradación de moléculas de la 

matriz extracelular (MEC) permitiendo la migración de células, modificando 

el microambiente de la MEC induciendo de esta manera procesos de 

proliferación, apoptosis o morfogénesis, y modulando la actividad de 

moléculas como los factores de crecimiento, mediante su clivaje directo o 

liberándolos de su unión a la MEC (Vu y Werb 2000).  

 La actividad de las MMP2 y MMP9 se asocia a los procesos 

reproductivos y se observa en el oocito, el blastocisto y el embrión a 

comienzos de la gastrulación (Brenner y col. 1989; Mogi y Toyoizumi 2010). 

La diabetes afecta la actividad de las MMPs y se ha observado que en 

plasma de pacientes diabéticos, los niveles de la MMP2 y MMP9 están 

incrementados (Derosa y col. 2007). También se observa un incremento en 

la actividad de las MMP2 y MMP9 en placentas de ratas diabéticas y de la 

MMP2 en fetos de ratas diabéticas (Pustovrh y col. 2005). 

 En nuestro trabajo, en el embrión de rata diabética observamos que 

existe un incremento de la actividad de la MMP9 como así también de la 

MMP2 en su forma activa y latente. Observamos también un incremento en 

la expresión proteica de MMP9 y MMP2 en el embrión de rata diabética. 

Estos resultados muestran por primera vez alteraciones en la actividad de 

MMPs en el embrión en período de organogénesis temprana, alteraciones 

que posiblemente condicionen el desarrollo embrionario en esta etapa de 

alta susceptibilidad para la inducción de malformaciones congénitas. 

 En cuanto a la decidua, se ha reportado la expresión y actividad de la 

MMP9 en las células gigantes del trofoblasto que invaden la decidua de 

ratón durante el proceso de implantación; también se observó actividad de 

MMP9 en los deciduomas, mientras que la MMP2 se encuentra inicialmente 

en la zona decidual primaria y luego de la implantación en la zona de la 

decidua mesometrial (Alexander y col. 1996; Das y col. 1997). Poco se sabe 

de la acción de estas enzimas durante la organogénesis temprana, momento 

en el que la decidua se encuentra sufriendo grandes remodelaciones; en la 

 



 

zona mesometrial tiene lugar el proceso de angiogénesis en el que las MMPs 

participan de forma activa (Schnaper y col. 1993; Hemberger y col. 2003) 

(Mandal y col. 2003). Además, paralelamente ocurre el proceso de 

involución decidual para dar origen a la parte materna de la placenta, por lo 

que es de esperar la existencia de gran actividad de MMPs.  

 En nuestro trabajo observamos que la decidua de rata en etapa de 

organogénesis temprana expresa MMP9 y MMP2 y que ambas proteínas 

tienen actividad enzimática. Además, la decidua de rata diabética presenta 

un incremento en la actividad de la MMP9, y la inmunomarcación de la 

MMP9 nos muestra también un incremento en los niveles proteicos de 

dicha enzima. Respecto a la MMP2 en la decidua de rata diabética y, dado 

que una de las ventajas de la técnica de zimografía es que nos permite 

estudiar la actividad de la forma activa y latente de las MMPs, observamos 

un incremento en la actividad de la forma latente de la MMP2 que se 

relacionaría con la formación de un reservorio de enzima que puede ser 

rápidamente activado bajo determinadas condiciones, tanto fisiológicas 

como patológicas. Observamos también en este tejido, un incremento en la 

expresión proteica de la MMP2. 

 El incremento, tanto en la actividad de la MMP9 como de la MMP2 en 

las deciduas de las ratas diabéticas podría inducir defectos en la 

angiogénesis decidual afectando al desarrollo embrionario y generando en 

un período posterior alteraciones en la función placentaria  que 

condicionará el desarrollo fetal. En efecto, anomalías en la actividad de las 

MMPs han sido vinculadas a varias enfermedades gestacionales como la 

preeclampsia y la ruptura prematura de la membrana corioamniótica 

(Merchant y Davidge 2004; Vadillo-Ortega y Estrada-Gutierrez 2005). 

 Las MMPs cumplen sus roles fisiológicos cuando están estrictamente 

reguladas y participan en múltiples procesos patológicos ante su 

desregulación (Mandal y col. 2003; Rosenberg 2009). Dicha regulación se 

ejerce a nivel de su transcripción, la activación del zimógeno y la regulación 

de su actividad a través de modificaciones postraduccionales y mediante la 

unión de los inhibidores tisulares de las MMPs, conocidos como TIMPs. 

 Los TIMPs se caracterizan por su acción de inhibir a las MMPs 

aunque también se ha descripto su rol en los procesos de angiogénesis, 

proliferación celular y apoptosis actuando de forma independiente de las 

MMPs (Lambert y col. 2004).  

 



 

 TIMP1 y 2 se encuentran presentes en la placenta humana en el 

primer trimestre de gestación. Los niveles de TIMP2 se encuentran 

disminuidos en placentas con enfermedad trofoblástica gestacional 

(Okamoto y col. 2002). Alexander y colaboradores evaluaron en la decidua 

de ratones la expresión de TIMPs desde el inicio de la implantación hasta el 

comienzo del período de organogénesis embrionaria observando que la 

expresión de TIMP1 se incrementa en las células deciduales desde inicios de 

la implantación y a lo largo del período evaluado, mientras que la expresión 

de TIMP2 se mantiene constante durante dicho periodo y TIMP3 se expresa 

en gran cantidad durante la implantación pero sus niveles de RNAm 

declinan hasta hacerse imperceptibles a comienzos del período de 

organogénesis temprana (Alexander y col. 1996). Varios trabajos reportan 

ausencia de TIMP3 en la decidua y el embrión en períodos post-

implantatorios (Nuttall y Kennedy 1999) pero de forma interesante, su 

expresión vuelve a observarse en el feto, la placenta murina y en el útero 

post-parto de rata (Apte y col. 1994; Pustovrh y col. 2009). 

 En forma acorde a lo reportado, en nuestro trabajo observamos por 

inmunohistoquímica que la marcación de TIMP3 es débil en el embrión en 

organogénesis y se observa en las células gigantes del trofoblasto pero no en 

las células deciduales. Además, mediante la técnica de western blot, 

detectamos niveles muy disminuidos de dicha proteína en la decidua.  

 La expresión de TIMP1 y TIMP2 se localizó en el embrión y las células 

deciduales y se corroboró en el tejido decidual mediante western blot. 

Además, observamos un incremento en la actividad de TIMP1 y TIMP2 tanto 

en el embrión como en la decidua de rata diabética. En otros trabajos se ha 

observado un incremento en la expresión plasmática de TIMP1 y TIMP2 en 

pacientes diabéticos (Derosa y col. 2007) y también incrementos de la 

expresión de TIMP1 a nivel glomerular en ratas diabéticas (Shankland y col. 

1996), lo que sugiere que existiría una respuesta compensatoria que regula 

positivamente la expresión de TIMPs ante la hiperglucemia materna y 

probablemente en respuesta al incremento de la mayor actividad 

metaloproteásica. 

 Dadas las alteraciones en los niveles y actividad de MMPs y TIMPs a 

nivel embrionario y decidual, decidimos realizar una zimografía in situ que 

nos permite estudiar el balance MMPs/TIMPs. Observamos que existe un 

incremento en la relación MMPs/TIMPs en el embrión y la decidua de rata 

 



 

diabética en relación al control. Es decir, que a pesar del incremento en la 

actividad de TIMPs observados en los embriones y deciduas de rata 

diabética, los mismos no son suficientes para reducir la incrementada 

actividad metaloproteásica presente en estos tejidos. 

 

En conjunto, estos resultados nos muestran la existencia de 

importantes alteraciones que poseen tanto el embrión como la decidua de 

rata diabética respecto a los niveles del receptor nuclear PPARǅ, al 

metabolismo del ácido araquidónico, al estado inflamatorio y a la actividad 

de los remodeladores de la matriz extracelular, anomalías que marcan un 

conjunto de vías metabólicas y de señalización aberrantes en el propio 

embrión y su entorno, posibles causantes del daño embrionario y en el 

posterior desarrollo feto-placentario en la diabetes materna. En base a estos 

hallazgos, conociendo las propiedades antiinflamatorias de los PPARs en 

diferentes tejidos (Moraes y col. 2006) y sabiendo además que el ácido fólico 

es un compuesto que, administrado de forma periconcepcional, previene el 

desarrollo de malformaciones congénitas, nos interesamos en estudiar el 

posible efecto benéfico de la suplementación de la dieta materna con aceites 

enriquecidos en agonistas de PPARs y de la administración materna de 

ácido fólico solo o en conjunto con una dieta enriquecida en aceites 

agonistas de PPARs. 

 Para estudiar en este trabajo el efecto de ácidos grasos insaturados, 

agonistas de PPARs, sobre el embrión y la decidua en etapa de 

organogénesis temprana, tratamos a la rata entre los días 0.5 a 10.5 de 

gestación con una dieta estándar (5% de contenido graso, control), o con 

suplemento del 6% de aceite de oliva o aceite de cártamo, conociéndose que 

el contenido graso dietario normal de la rata es entre 5% y 11% (Council 

1995; Jebelovszki y col. 2008). Todas estas dietas cumplen con los 

requisitos de calorías, proteínas, grasas y carbohidratos para la 

alimentación de ratas preñadas establecidos por el Comité de Nutrición 

Animal, Subcomité de Nutrición de Animales de Laboratorio del Consejo 

Nacional de Investigaciones, de Estados Unidos (Council 1995) y fueron 

utilizadas previamente durante la gestación de rata, poseen semejante valor 

calórico y no generan diferencias en el peso del animal (Capobianco y col. 

2008; Capobianco y col. 2008). 

 



 

 Si bien es sabido que el ácido linoleico (presente en un 75% en el 

aceite de cártamo) y su derivado ácido araquidónico activan los tres isotipos 

de PPARs, estudios realizados en células transfectadas con la secuencia de 

ADN de unión de PPARs (PPRE) y un gen reportero y de competencia de 

radioligandos, evidencian que también el ácido oleico, presente en el aceite de 

oliva en un 75%, activa los tres isotipos de PPARs, aunque con menor 

afinidad que los ácidos grasos poliinsaturados (Forman y col. 1997; Xu y col. 

1999). Además, recientemente se observó que el ácido oleico mediante la 

activación de PPARǄ, revierte el efecto inhibitorio de producción de insulina 

inducido por TNF- in vitro en una línea de células -pancreáticas de rata y 

este efecto se observa también mediante la administración del ácido oleico in 

vivo en la dieta de los ratones (Vassiliou y col. 2009). También se ha 

observado que el ácido oleico a través de la activación de PPARǅ se encuentra 

involucrado en la diferenciación neuronal (Di Loreto y col. 2007). 

 Se destaca asimismo, que tanto los ácidos grasos poliinsaturados 

como los ácidos grasos monoinsaturados administrados en forma dietaria, 

pueden actuar sobre los PPARs tanto en la decidua como en el embrión, ya 

que se ha observado que los mismos son transportados a través del saco 

vitelino (Farese y col. 1996; Herz y Farese 1999).  

 En este trabajo observamos que la acción de los tratamientos 

dietarios es independiente de cambios en la glucemia materna. Además, en 

todos los grupos diabéticos tanto la glucemia como el consumo energético 

se encontró incrementado por igual. Sabemos que la glucemia alterada es 

producto del déficit insulínico que induce la diabetes, y que también esta 

falta de acción insulínica conlleva a una mala utilización de los sustratos 

metabólicos que se asocia al mayor consumo energético (Krishnamachar y 

Canolty 1986). 

 En nuestro trabajo observamos que los tratamientos tanto con el 

aceite enriquecido en ácido oleico como linoleico mejoran parámetros de 

crecimiento embrionario y que el que brinda ácidos grasos poliinsaturados 

también mejora parámetros de desarrollo embrionario. Sabemos que en la 

diabetes materna existe un déficit de ácidos grasos esenciales, como el 

ácido araquidónico, ácido graso derivado del ácido linoleico, imprescindible 

para el desarrollo embrionario (Reece 1999; Cetin y col. 2009). Nuestros 

estudios mostraron que dietas suplementadas con ácidos grasos 

 



 

insaturados revierten parcialmente el retardo de crecimiento observado en 

los embriones de rata diabética. Dado que el déficit de ácidos grasos 

esenciales maternos se relaciona con retardo de crecimiento intrauterino, 

probablemente sea por esto que el tratamiento con el aceite de cártamo, rico 

en ácido linoleico haya sido el más efectivo en revertir anomalías en 

parámetros de crecimiento y desarrollo (Zhang 1997). En efecto, se conoce 

que los ácidos grasos poliinsaturados ejercen múltiples vías regulatorias, 

siendo la activación de PPARs una importante vía a través de la cual ejercen 

su acción. Dado que el ácido oleico es un ácido graso monoinsaturado que 

también activa PPARs, el hecho de que el tratamiento con el ácido oleico 

también ejerza efectos positivos sobre parámetros de crecimiento, nos 

sugiere que la activación de PPARǅ, único isotipo de PPAR presente en el 

embrión, se encuentra involucrada en la prevención del retardo de 

crecimiento embrionario.  

En este estudio, se destaca el resultado beneficioso de los 

tratamientos dietarios con agonistas de PPARs en la prevención de la 

reabsorción embrionaria. La activación de PPARǅ es fundamental para una 

correcta implantación embrionaria (Lim y Dey 2000) y hemos observado que 

tanto PPARǅ como su ligando endógeno, la PGI2, se encuentran disminuidos 

tanto en el embrión como la decidua de rata diabética, por lo que 

seguramente existan defectos del desarrollo iniciados por una implantación 

defectuosa. En este sentido la administración de agonistas de PPARǅ podría 

estar corrigiendo este defecto en la rata diabética, mejorando de esta forma 

el desarrollo postimplantatorio.  

 La activación de PPARs mediante agonistas dietarios administrados a 

la rata diabética, mejora aunque no revierten completamente la tasa de 

malformaciones embrionarias que se encuentra incrementada en los 

embriones de rata diabética. Es por esto que quisimos indagar en el posible 

efecto benéfico del tratamiento con ácido fólico administrado a la rata 

diabética preñada. Es sabido que el ácido fólico es necesario para un 

normal desarrollo embrionario, y que en ratones la deficiencia de ácido 

fólico en la dieta materna induce retraso de crecimiento intrauterino junto a 

un incremento en la tasa de reabsorción y malformación embrionaria  (Li y 

col. 2005), alteraciones similares a las observadas en nuestro modelo de 

diabetes experimental. De hecho, valores séricos disminuidos de ácido fólico 

se han observado en individuos con diabetes (Giannattasio y col. 2010) y se 

 



 

prescribe la ingesta de ácido fólico en el período periconcepcional de 

embarazadas diabéticas en dosis mayores que en la población en general 

(SAD 2010). Los estudios poblacionales indican el amplio beneficio de la 

suplementación de folatos en la reducción del índice de malformaciones 

congénitas en la población general y se aconseja su ingesta en mujeres con 

antecedentes de malformaciones congénitas y en poblaciones de riesgo de 

inducción de malformaciones congénitas como las mujeres diabéticas 

gestantes, si bien no hay estudios específicos que hayan evaluado el efecto 

de la suplementación con ácido fólico en embarazadas con diabetes (CDC 

U.S. Department of Health 1992). 

 Observamos que el tratamiento con ácido fólico no modifica el 

contenido proteico embrionario ni solo ni al administrarse a los animales en 

conjunto con la dieta enriquecida en aceite de cártamo. Pero tanto el 

tratamiento con ácido fólico solo o administrado en conjunto con la dieta 

rica en aceite de cártamo a las ratas diabéticas, incrementan el número de 

somitas a valores similares al embrión de rata control, mostrándonos que el 

metabolismo del ácido fólico alterado se encuentra vinculado a un retraso 

en el desarrollo de los embriones de ratas diabéticas.  

 Además, deficiencias de ácido fólico dietario o alteraciones en el 

metabolismo del mismo han sido vinculadas a incrementos en la tasa de 

reabsorciones embrionarias (Li y col. 2005). En este trabajo observamos que 

el número de reabsorciones, incrementado en la rata diabética, disminuye a 

valores similares al control tanto con el tratamiento con ácido fólico como 

con ácido fólico junto a la dieta suplementada con aceite de cártamo, 

mostrándonos el claro beneficio de estos tratamientos ejercido posiblemente 

desde el período implantatorio.  

 Es importante destacar que las malformaciones embrionarias, 

incrementadas en el embrión de rata diabética, disminuyen parcialmente 

con el tratamiento de folato solo y revierten totalmente con el tratamiento 

de folato junto a la dieta enriquecida en aceite de cártamo. Esto nos 

muestra la existencia de un efecto sinérgico en la administración de ácido 

fólico en conjunto con activadores dietarios de PPARs para el tratamiento de 

las malformaciones embrionarias inducidas por la diabetes. Se destaca la 

relevancia de este hallazgo que podría conducir a terapéuticas aplicables a 

la gestación diabética humana, donde no se logra reducir el índice de 

malformación embrionaria a valores semejantes a los de la población sana.  

 



 

Con la intención de profundizar en los mecanismos de inducción y 

prevención de las alteraciones embrionarias en la diabetes materna, 

evaluamos el efecto de las dietas suplementadas con aceite de oliva y 

cártamo sobre los niveles de diferentes prostanoides como la PGI2, agonista 

endógeno de PPARǅ, en los embriones y deciduas de ratas. En los 

embriones de ratas sanas se observa un incremento de PGI2 con ambos 

tratamientos dietarios lo que nos indica que, además de brindar la dieta 

rica en aceite de cártamo el precursor de la síntesis de esta prostaglandina, 

ambas dietas estarían ejerciendo mecanismos de acción comunes, 

posiblemente a través de la activación de PPARǅ, que conducen a una vía de 

retroalimentación positiva en donde los mismos activadores de PPARǅ 

inducen incrementos en el agonista endógeno del mismo receptor. Ante la 

capacidad de PGI2 de regular procesos de vasodilatación y angiogénesis, se 

destaca la capacidad de dietas ricas en agonistas de PPARs de regular sus 

niveles. El incremento de PGI2 en la decidua de rata sana se observa solo 

con el tratamiento con la suplementación dietaria con el aceite de oliva, la 

capacidad de dietas suplementadas con aceite de oliva de incrementar 

niveles de PGI2 ha sido previamente observada en tejido aórtico de ratas 

preñadas (Blankenship y col. 1989). Es interesante que sólo la dieta 

enriquecida en aceite de cártamo logre incrementar los niveles de PGI2 en 

los embriones y deciduas de ratas diabéticas, postulándose que la mayor 

efectividad de este tratamiento puede deberse a que una dieta enriquecida 

en ácido linoleico además de activar la vía de PPARs, incrementa 

directamente los niveles de ácido araquidónico, precursor de la síntesis de 

prostaglandinas. Reforzando esta idea, observamos también que la PGE2 

que se encontraba disminuida en los embriones de ratas diabéticas en 

relación al control, si bien se incrementa con el tratamiento con el aceite de 

oliva, se incrementa aún más con el aceite de cártamo, observándose con 

este último incluso un incremento en los embriones de ratas sanas. 

Es interesante que tanto la PGI2 como la PGE2 tienen roles 

importantes durante el proceso de implantación y organogénesis 

embrionaria y que ambas actúan facilitando estos procesos de desarrollo. 

Ratones hembra PPARǅ-/- tienen fallas en la implantación, aunque la 

misma no está completamente inhibida porque una mayor acción de PGE2 

compensa parcialmente la pérdida de PPARǅ (Wang y col. 2007); además, 

tanto la PGE2 como la PGI2 agregados in vitro revierten la inhibición de la 

 



 

fusión del tubo neural que induce la hiperglucemia en embriones de ratones 

en cultivo (Baker y col. 1990). 

De esta forma se sugiere que uno de los mecanismos involucrados en 

la reversión de las alteraciones observadas en el desarrollo embrionario y en 

las tasas de reabsorción y malformación embrionarias inducidas por la 

diabetes sea mediado por un incremento en los niveles embrionarios de 

PGI2 y PGE2 inducido por los tratamientos dietarios administrados a las 

ratas diabéticas.  

Diferencias importantes surgen al analizar el embrión y el tejido 

decidual en relación al efecto de las dietas enriquecidas en agonistas de 

PPARs sobre los niveles de PGE2 y, si bien futuros estudios deberán indagar 

en los mecanismos involucrados, es claro el rol morfógeno de PGE2 en el 

embrión (Piddington y col. 1996) y la función pro-inflamatoria que ejerce 

esta prostaglandina a nivel decidual en forma similar a la que se evidencia 

en diferentes tejidos del individuo diabético adulto (Izuora y col. 2005; 

Jawerbaum y Gonzalez 2006). Ante el incremento de PGE2 en la decidua de 

rata diabética, nosotros observamos que los tratamientos dietarios con 

aceites de oliva y cártamo disminuyen los niveles de esta prostaglandina 

tanto en la decidua de rata sana como diabética, ejerciendo, de esta forma, 

un rol anti-inflamatorio. Además, es importante destacar que en la decidua, 

a diferencia del embrión donde sólo se expresa PPARǅ, se expresan las tres 

isoformas del receptor y esto puede explicar la respuesta diferente a los 

tratamientos dietarios observada en el tejido embrionario y decidual. En 

efecto, deben considerarse los conocidos efectos anti-inflamatorios de la 

actividad de los tres isotipos de PPARs en diferentes tejidos (Capobianco y 

col. 2005; Moraes y col. 2006; Martinez y col. 2010).  

La síntesis de PGE2 es regulada positivamente por NO en diversos 

tejidos reproductivos como el oocito, el embrión y la placenta tanto en ratas 

controles como con diabetes moderada, sin embargo cuando la diabetes es 

severa esta regulación se encuentra impedida (Novaro y col. 1996; Gonzalez 

y col. 1998; Jawerbaum y col. 1998; Jawerbaum y col. 2001). En este 

trabajo observamos que a pesar de los bajos niveles de PGE2 embrionarios 

observados, la producción de NO se encuentra incrementada en los 

embriones de rata diabética. PPARǅ presente en el embrión en este estadío 

embrionario, regula genes relacionados con el control anti-inflamatorio en 

diversos tejidos (Coll y col. 2010). Se conoce que agonistas farmacológicos 

 



 

de este receptor disminuyen la expresión de iNOS en corazones de ratones a 

los que se les indujo un shock séptico (Kapoor y col. 2010), y en relación a 

esto, en este trabajo observamos que agonistas de PPARǅ administrados en 

la dieta materna logran disminuir la sobreproducción de NO en los 

embriones de rata diabética.  

En la decidua, la dieta enriquecida en aceite de oliva es la más 

efectiva en disminuir la producción de NO incrementada por la diabetes. 

Por ello en este caso, la activación de PPARs no pareciera ser la vía principal 

para la regulación de la síntesis de NO, es sabido que el aceite de oliva 

contiene polifenoles que son componentes antioxidantes (Faine y col. 2006) 

que podrían actuar regulando los niveles de NO. 

Nuestros resultados muestran que en los embriones el tratamiento 

materno con ácido fólico no modifica la producción de NO aunque podrían 

evitar el daño embrionario inducido por el exceso de NO, ya que se ha 

observado que el ácido fólico previene los defectos de tubo neural inducido 

por exceso de NO en embriones en pollo en cultivo supliendo el déficit de 

tetrahidrofolato que induce la inhibición de la metionina sintasa por el NO 

(Weil y col. 2004) y previene de la apoptosis durante el desarrollo del tubo 

neural inducida por altos niveles de NO (Plachta y col. 2003).  

Además, los tratamientos con ácido fólico solo o en conjunto con la 

dieta rica en ácido linoleico son altamente efectivos en disminuir la 

sobreproducción de NO en la decidua de rata diabética. Se sabe que el 

desacoplamiento de la eNOS provocado por oxidación del cofactor BH4 por 

estrés oxidativo induce la producción de O.- a instancias de NO, y que el 

ácido fólico disminuye dicho desacoplamiento restableciendo la 

biodisponibilidad de BH4 (Moens y col. 2008), sin embargo poco se sabe de 

la regulación del ácido fólico sobre la iNOS, enzima cuya expresión se 

encuentra incrementada en varios órganos de ratas diabéticas inducidas 

por streptozotocina (Stadler y col. 2008). 

En las ratas diabéticas, junto al incremento en la producción de NO, 

observamos un incremento de otros agentes pro-inflamatorios. La 

peroxidación lipídica es un índice del estado oxidativo y de forma contraria 

a lo esperado, observamos que los tratamientos dietarios incrementan la 

peroxidación de los lípidos de los embriones de ratas controles, esto podría 

deberse a una mayor afluencia de ácidos grasos insaturados que conduce a 

una mayor disponibilidad de lípidos susceptibles a ser oxidados. Este 

 



 

incremento de la peroxidación lipídica no parece afectar el normal 

desarrollo embrionario en el animal sano ya que en el mismo no se 

observan diferencias ni en los parámetros de crecimiento y desarrollo 

embrionario ni en la tasa de reabsorción y malformación con los 

tratamientos dietarios, por lo que postulamos la existencia de mecanismos 

compensatorios quizás brindados por la propia activación de PPARs. En 

forma importante, el suplemento de la dieta con aceite de oliva logra 

disminuir la peroxidación lipídica en los embriones de ratas diabéticas. 

Como se mencionó anteriormente, la presencia de agentes antioxidantes 

como los polifenoles en el aceite de oliva podrían ser los responsables de 

este efecto (Faine y col. 2006).  

En el tejido decidual observamos que los tratamientos dietarios no 

modifican la peroxidación lipídica en la decidua de rata sana y que tanto el 

tratamiento con aceite de oliva como con aceite de cártamo logran disminuir 

los altos niveles de peroxidación lipídica observada en las deciduas de ratas 

diabéticas. Recordando que en el embrión en organogénesis sólo se expresa 

PPARǅ, la activación de PPARǄ y PPARǂ en la decidua podría ser 

responsable de los efectos antioxidantes observados en la decidua de rata 

diabética. 

 El tratamiento con ácido fólico es capaz de reducir los niveles 

incrementados de lipoperóxidos en los embriones de ratas diabéticas e 

incluso también disminuye dichos niveles en el embrión de rata control. Es 

interesante que mientras que la peroxidación lipídica se incrementaba en el 

embrión al tratar a los animales controles con la dieta enriquecida con el 

aceite de cártamo, con el tratamiento conjunto de ácido fólico con la dieta 

suplementada con el aceite de cártamo no observamos este incremento en 

los embriones de ratas controles, indicándonos que el ácido fólico tendría 

propiedades antioxidantes. En efecto, los productos del metabolismo del 

ácido fólico, el tetrahidrofolato y el 5-methiltetrahidrofolato reducen la 

peroxidación lipídica in vitro en microsomas aislados de hígado de rata 

(Rezk y col. 2003) y este efecto parece ser mediado por la captación de los 

peroxinitritos del medio (Antoniades y col. 2006). 

 De manera similar, en la decidua, la lipoperoxidación lipídica 

incrementada por la diabetes, se ve reducida con ambos tratamientos con 

folatos, inclusive se observa que la administración de ácido fólico junto a la 

dieta suplementada con aceite de cártamo, disminuye también la 

 



 

peroxidación lipídica en la decidua de ratas controles. Estos hallazgos nos 

demuestran que el ácido fólico constituye un tratamiento eficaz para 

reducir la oxidación lipídica incrementada por la diabetes materna, lo cual 

posiblemente contribuya a sus claros efectos benéficos reportados en este 

período gestacional (Wentzel y col. 2005). 

 Dada la capacidad de los tratamientos dietarios con aceites 

enriquecidos en ácido oleico y linoleico y del ácido fólico de regular la 

producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, agentes 

activadores de las MMPs (Pustovrh y col. 2005; Pustovrh y col. 2007), 

quisimos estudiar el efecto de dichos tratamientos sobre la actividad de 

estas importantes enzimas involucradas en la remodelación tisular. 

 Hemos observado que los tratamientos con los aceites de oliva y 

cártamo son efectivos moduladores de la actividad de las MMPs. En efecto, 

son capaces de reducir la sobreactivación de la MMP9, proMMP2 y MMP2 

en los embriones de rata diabética. Inclusive en el embrión de rata sana, se 

observó con el tratamiento de aceite de oliva una disminución de la 

actividad de la proMMP2, y con los tratamientos con aceite de oliva y 

cártamo una reducción de la actividad de la MMP2. 

 Dada la conocida capacidad de MMPs de ser reguladas en relación al 

estado rédox (Gu y col. 2002; Pustovrh y col. 2002; Jian Liu y Rosenberg 

2005), y de agonistas de PPARs de reducir tanto el estrés oxidativo como 

nitrativo (Jawerbaum y Capobianco 2010), es posible que los tratamientos 

dietarios efectuados, mediante la activación de PPARs y regulando vías 

como la producción de especies reactivas del oxígeno y nitrógeno modulen 

la activación de las MMPs. Se ha observado que agonistas de PPARǄ 

inducen una reducción en la actividad y expresión de las MMPs en las 

células del músculo liso vascular y células del epitelio bronquial (Marx y 

col. 1998; Hetzel y col. 2003) y se indagó sobre el mecanismo de acción 

involucrado que podría ser mediante la transrepresión de factores de 

transcripción como AP-1 y NFKB ejercida por los PPARs, y que resulta en la 

inhibición de la expresión de MMPs (Ricote y Glass 2007). Dado el 

importante rol que poseen las MMPs durante el desarrollo (Vu y Werb 

2000), es probable que la reducción de esta aberrante sobreactivación de 

MMPs en los embriones de rata diabética sea uno de los mecanismos por 

los que los activadores de PPARs logran una reducción en la tasa de 

malformaciones embrionaria. 

 



 

 Cuando evaluamos el efecto de la administración de ácido fólico 

sobre la actividad de las MMPs, observamos que el tratamiento con el ácido 

fólico junto a la dieta suplementada con aceite de cártamo reduce la 

sobreactividad tanto de la MMP9 como de la MMP2 observada en los 

embriones de rata diabética. Este efecto posiblemente se deba a la acción de 

la activación de PPARs mediante el ácido linoleico presente en el aceite de 

cártamo, dado que el mismo efecto se observa con la administración de la 

dieta enriquecida en aceite de cártamo solo y no se observa al administrar 

el ácido fólico solo.  

También en la decidua, las MMPs tienen un rol fundamental, Wang y 

colaboradores han demostrado que PPARǅ es requerido para que sea 

normal el proceso de angiogénesis que ocurre durante el desarrollo de la 

decidua mesometrial. En efecto, la ausencia de PPARǅ genera un 

incremento de los niveles de expresión de VEGF, COX-2 y MMP2 lo que 

conduciría a un proceso de angiogénesis alterado (Wang y col. 2007). Esto 

nos sugiere que la disminución en la expresión de PPARǅ se encontraría 

involucrada en el incremento de la expresión de la proMMP2 en las 

deciduas de rata diabética. A diferencia de lo que ocurre a nivel 

embrionario, en la decidua la actividad de la MMP2 en sus formas activa y 

latente no es modulada por los tratamientos dietarios, sin embargo, los 

tratamientos con agonistas de PPARs disminuyen la actividad de la MMP9 

que se encontraba incrementada en la decidua de rata diabética. Dado que 

el tratamiento con aceite de oliva disminuyó los niveles tanto de NO como 

de lipoperoxidación lipídica y el tratamiento con cártamo disminuyó la 

lipoperoxidación lipídica, probablemente en parte sea la reducción del 

estrés oxidativo y nitrativo la vía por la cual los tratamientos dietarios estén 

modulando la actividad de MMP9.  

 El tratamiento conjunto de ácido fólico con la dieta rica en aceite de 

cártamo disminuyeron la sobreactivación de la MMP9 en la decidua de rata 

diabética, mientras que el tratamiento con ácido fólico solo no tiene efecto, 

indicando que, tal como lo observado al estudiar el embrión, el efecto se 

debería a la activación de PPARs por el ácido linoleico presente en el aceite 

de cártamo. Por otro lado, mientras que ni con la administración de la dieta 

rica en aceite de cártamo sola, ni con la administración de folato solo se 

logra modificar la incrementada actividad de la proMMP2 en la decidua de 

rata diabética, este efecto sí se logra con el tratamiento conjunto de ácido 

 



 

fólico con la dieta rica en aceite de cártamo, demostrando en este caso la 

existencia de un efecto sinérgico entre ambos tratamientos. 

 En relación a los inhibidores tisulares de las MMPs, la incrementada 

actividad inhibitoria de TIMP1 y TIMP2 en el embrión de rata diabética se 

incrementa aún más con los tratamientos enriquecidos en aceite de oliva y 

cártamo. Si bien aún se conoce poco acerca de la regulación de TIMPs 

mediada por PPARǅ, se descubrió que agonistas de este receptor nuclear 

disminuyen la expresión de TIMP1 incrementada por TGF-1 en condrocitos 

en cultivo (Poleni y col. 2010) y aumenta la expresión de TIMP3 en células 

del músculo liso vascular en cultivo (Kim y col. 2009).  

 En cuanto a otros isotipos de PPARs, se ha observado que agonistas 

de PPARǄ incrementan los niveles de expresión de TIMP1 en células de 

cáncer de colon humano (Shen y col. 2007) y de TIMP3 en placentas de 

ratas diabéticas a mediados de la gestación (Pustovrh y col. 2009). En la 

decidua también hemos observado que los tratamientos con agonistas de 

PPARs incrementan la actividad de los TIMPs en tejido decidual de rata 

sana y diabética. 

 Al estudiar la decidua de rata observamos que ninguno de los 

tratamientos con folatos modificó la actividad de los TIMPs. Además,  

observamos que la actividad de TIMP1 y TIMP2 se incrementa en el embrión 

que proviene de rata diabética con el tratamiento con ácido fólico solo, 

observándose también el incremento de TIMP1 cuando el ácido fólico se 

administra en conjunto con la suplementación de la dieta con aceite de 

cártamo. Los cambios importantes observados en el embrión ante el 

tratamiento con folato son acordes a la relevancia que tiene en el embrión la 

suplementación materna con ácido fólico. En efecto, el déficit de este 

compuesto puede llevar a alteraciones en la expresión de ciertos genes 

embrionarios por modificaciones en la metilación del ADN (Pozharny y col. 

2010). La adición del grupo metilo se realiza en las citosinas que forman 

parte de las islas CpG presentes en el promotor de ciertos genes. La 

fertilización, gametogénesis y desarrollo embrionario temprano son los 

eventos más susceptibles a influencias epigenéticas.  

 Muchos genes poseen islas CpG susceptibles de ser metiladas, en el 

hígado de la descendencia de ratas alimentadas con dietas deficientes en 

proteínas se observó una disminución en la metilación en el gen de PPARǂ 

 



 

que correlaciona con un incremento en la expresión del mismo y esta 

alteración es revertida suplementando la dieta materna con ácido fólico 

(Lillycrop y col. 2005). Pero no sólo las células embrionarias son 

susceptibles a cambios epigenéticos, las células tumorales también poseen 

este tipo de regulación. Un trabajo reciente nos muestra que en una línea 

celular de cáncer de mama donde la expresión de la MMP2 se encontraba 

disminuida, existía hipermetilación de las islas CpG del gen de la MMP2, 

mientras que en líneas celulares tumorales donde este gen se encuentra 

hipometilado, su expresión se encuentra incrementada (Chernov y col. 

2009). De forma interesante, el gen de TIMP2 se expresa en todas las líneas 

celulares de tumores inclusive en la de cáncer de mama mencionada 

anteriormente y se encontraron en dicho gen dos islas CpG diferentes, una 

de las mismas se encontraba hipermetilada (Chernov y col. 2009). Es decir, 

que el patrón de metilación varía de acuerdo al tipo celular y al gen en 

cuestión y puede generar tanto una sobreexpresión como una represión 

génica. Si bien en este estudio no se dosó la expresión de TIMPs, MMPs o 

PPARs en presencia de folatos, surge el interés de profundizar el estudio del 

posible efecto del ácido fólico sobre la expresión de dichos genes. 

 En este trabajo observamos el efecto regulador de los tratamientos con 

ácido fólico y aceite de cártamo sobre los TIMPs embrionarios y es por esto 

que fue de interés estudiar la interacción que existe entre las MMPs y los 

TIMPs y la localización de los mismos en el tejido embrionario y decidual. 

 Resultados de la zimografía in situ nos indican que la actividad 

incrementada MMPs se encuentra débilmente inhibida por los TIMPs en el 

embrión de rata diabética, a pesar de que la actividad inhibitoria de los 

TIMPs se encuentra incrementada en estos tejidos. En forma interesante, se 

observa una disminución de la proporción MMPs/TIMPs en el embrión de 

rata diabética tratada con ácido fólico solo y una fuerte disminución con el 

tratamiento conjunto de ácido fólico junto a la dieta rica en aceite de 

cártamo obteniéndose en este último caso valores similares al control. Dado 

que nuestros resultados muestran que el tratamiento con folato incrementa 

la actividad de TIMPs, mientras que el tratamiento conjunto disminuye la 

actividad de las MMPs e incrementa la actividad de TIMP1, el resultado de 

la zimografía in situ nos indica que el incremento en la actividad de TIMPs 

sería suficiente para mejorar el balance entre las MMPs y los TIMPs pero 

 



 

 

que es necesario el tratamiento conjunto para una reversión a valores 

similares al control.  

 En la decidua de rata diabética, también observamos un incremento 

en la proporción MMPs/TIMPs  que se revierte con el tratamiento conjunto 

con ácido fólico y la dieta rica en aceite de cártamo. Estos hallazgos nos 

indican que la reducción en la actividad de las MMPs deciduales observado 

al someter a las ratas a este tratamiento conjunto, es eficaz a pesar de que 

el mismo no modifica la actividad de los TIMPs. 

 Estos resultados nos muestran un claro efecto benéfico del 

tratamiento materno conjunto de ácido fólico con una dieta rica en aceite de 

cártamo sobre el balance MMPs/TIMPs, que podría estar relacionado con la 

disminución en la tasa de malformaciones embrionarias observada en los 

embriones provenientes de ratas diabéticas y que posiblemente contribuya 

también a mejorar el posterior desarrollo feto-placentario. 

 

 En conjunto, al abordar el estudio de la organogénesis temprana en 

modelos experimentales de diabetes identificamos aberrantes caminos de 

señalización intracelular y un entorno de tipo pro-inflamatorio en el embrión y 

la decidua que lo rodea. El hecho de haber identificado tratamientos capaces 

de reducir los índices de reabsorción y malformación embrionaria y a su vez 

regular vías de señalización intracelular, reducir el impacto del estrés 

oxidativo y nitrativo y prevenir anomalías en la remodelación de la matriz 

extracelular, nos permite destacar a los tratamientos enriquecidos en aceites 

de oliva y cártamo (capaces de activar PPARs) y con folatos como eficaces 

reguladores del daño inducido por la diabetes materna y plausibles de ser 

aplicados a la gestación humana. 

 



 

 
 

Conclusiones 
 
 
 

El mayor índice de malformaciones congénitas en los hijos de madres 

diabéticas prevalece a pesar de un estricto control metabólico a través de la 

dieta y de la administación de insulina materna. En este trabajo se 

estudiaron probables vías de inducción de malformaciones embrionarias en 

un modelo de diabetes experimental y se evaluaron tratamientos plausibles 

de ser administrados a embarazadas diabéticas para prevenir dichas 

malformaciones. El primer tratamiento utilizado consistió en la 

administración de dietas enriquecidas en ácidos grasos insaturados capaces 

de activar PPARs. Los PPARs son factores de transcripción que participan 

en diferentes procesos como la diferenciación y proliferación celular y la 

homeostasis lipídica y han sido ampliamente estudiados para el tratamiento 

de la diabetes ya que se encuentran involucrados en el control de la 

insulino resistencia y de procesos proinflamatorios. En segundo lugar, se 

evaluó el tratamiento materno con ácido fólico, conociéndose la capacidad 

de los folatos de prevenir la inducción de malformaciones congénitas, pero 

sin conocerse en profundidad sus mecanismos de acción. Por último, se ha 

analizado el tratamiento conjunto de la administración de aceite de 

cártamo, ácido poliinsaturado y activador de PPARs y el tratamiento con 

ácido fólico.  

 

Este estudio fue llevado a cabo en embriones y deciduas de ratas 

sanas y diabéticas explantados en etapa de organogénesis temprana, 

período de alta susceptibilidad para la inducción de malformaciones 

embrionarias.  

 

 

 

 

 



 

Nuestros resultados muestran que la diabetes materna: 

 

 Induce alteraciones en el crecimiento y desarrollo embrionario, 

observándose incrementos en la tasa de reabsorción y malformación 

embrionaria.  

 Reduce la expresión del receptor nuclear PPARǅ tanto en el embrión 

como en la decidua diabética, siendo esta isoforma del receptor 

particularmente importante durante el proceso de implantación 

embrionaria y la formación de la placenta, y el único isotipo de PPAR 

presente en el embrión durante la organogénesis temprana.  

 Altera los niveles de PGI2 y PGE2, importantes morfógenos derivados 

del ácido araquidónico, tanto en el embrión como en la decidua de rata 

diabética, conduciendo a un déficit de estos morfógenos durante la 

organogénesis, y ejerciendo propiedades pro-inflamatorias a nivel decidual. 

 Genera un entorno pro-inflamatorio que se evidencia en la 

sobreproducción de óxido nítrico y en incrementos en índices de estrés 

oxidativo tanto a nivel embrionario como decidual.  

 El incremento en especies reactivas del oxígeno y la sobreproducción de 

NO conducen a la producción de peroxinitritos, potentes oxidantes, 

evidenciándose la acción dañina de los mismos sobre el embrión y la decidua. 

 Incrementa la actividad y expresión de las MMPs, y genera cambios 

compensatorios en la actividad de sus inhibidores endógenos, los TIMPs en 

el tejido embrionario y decidual de rata. En esta etapa del desarrollo 

embrionario, tanto el embrión como la decidua que lo rodea se encuentran 

sufriendo activos procesos de remodelación y reestructuración tisular. Las 

alteraciones inducidas por la diabetes en la homeostasis de la matriz 

extracelular afectan su remodelación en forma apropiada y acorde al estadio 

de desarrollo.  

 

Estos resultados, en conjunto con las dificultades en prevenir el daño 

inducido por la hiperglucemia en la gestante diabética, ponen de manifiesto 

la necesidad de identificar tratamientos que puedan mejorar el desarrollo del 

embrión en la etapa de organogénesis temprana.  

 



 

Nuestros resultados evidencian que los tratamientos dietarios con 

ácidos grasos mono y poliinsaturados en la rata diabética gestante:  

 

 Revierten parcialmente las alteraciones en el crecimiento y desarrollo 

embrionario y disminuyen la incrementada tasa de reabsorciones y 

malformaciones embrionarias en las ratas diabéticas. 

 Mejoran el perfil de prostanoides como PGI2 y PGE2 embrionario y 

decidual, cuyos niveles alterados se encuentran involucrados en la 

embriopatía diabética. 

 Disminuyen el impacto del estrés oxidativo y nitrativo en el embrión y 

la decidua reduciendo de esta manera el daño oxidativo que genera la 

hiperglucemia en el embrión y la decidua. 

 Reducen la sobreactivación de las MMPs embrionarias e incrementan 

la actividad inhibitoria de los TIMPs, destacándose la relevancia del control 

de la actividad de estas enzimas, poco estudiadas en forma previa en esta 

etapa del desarrollo, y cuyas anomalías se encuentran posiblemente 

implicadas en la inducción de dismorfogénesis embrionaria y en las 

alteraciones en la formación placentaria características de la gestación 

diabética. 

 

Nuestros resultados muestran que los tratamientos con ácido fólico, 

y con ácido fólico administrado en conjunto con una dieta rica en aceite de 

cártamo a la rata diabética gestante: 

  

 Son capaces de reducir la incrementada tasa de reabsorción y 

malformación embrionaria, siendo el tratamiento conjunto de folato con la 

dieta rica en ácidos poliinsaturados capaz de lograr una reversión total de 

las malformaciones embrionarias inducidas en este modelo experimental. 

 Reducen la sobreproducción de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno en la decidua reduciendo el entorno pro-inflamatorio en el que se 

desarrolla el embrión, observándose en los embriones de ratas diabéticas 

bajo dichos tratamientos una reducción en la lipoperoxidación lipídica. 

 



 

 

 Contribuyen a incrementar la actividad inhibitoria de los TIMPs y 

previenen el desbalance MMPs/TIMPs en el embrión de rata diabética, 

siendo el tratamiento conjunto de folato con la dieta rica en aceite de 

cártamo eficaz en la reducción de la sobreactivación de las MMPs 

embrionarias y deciduales, ayudando de esta manera a normalizar el 

proceso de remodelación tisular que se ejerce en estos tejidos durante el 

período de organogénesis temprana. 

 

En base a lo presentado en este trabajo de tesis podemos 

identificar aberrantes caminos de señalización intracelular, un 

entorno de tipo pro-inflamatorio y anomalías en la remodelación 

tisular en el embrión y la decidua de rata diabética. El estudio de los 

mecanismos de acción de la activación de los PPARs y del ácido fólico 

prueba que existe la posibilidad de lograr una disminución de las 

malformaciones embrionarias de forma independiente de la glucemia 

materna, constituyendo posibles complementos al tratamiento 

insulínico o al control metabólico en el tratamiento de la diabetes a 

fin de lograr un embarazo exitoso. 
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