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Resumen

Diabetes gestacional (DG) aumenta el transporte de L-arginina en la macrocirculacion de
la placenta. Insulina activa receptores de insulina (IRs) los cuales estimulan el transporte de L-
arginina via transportadores de aminoacidos catiénicos tipo 1 humano (hCAT-1) y la sintesis de
oxido nitrico en células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) de embarazos
normales, pero reduce el aumento inducido por DG sobre el transporte de L-arginina. Este
efecto de insulina podria resultar de una expresion y activacion diferencial de las isoformas A
(IR-A) y B (IR-B) del receptor de insulina, involucrando mecanismos transcripcionales asociadas
a la activacion de la proteina especifica 1 (Sp1). Como se ha propuesto que los efectos bioldgicos
de insulina son regulados por receptores de adenosina, en este estudio se analizé si el aumento de
la expresion y actividad de hCAT-1 causado por DG es blogueado por insulina mediante
activacion diferencial de IR-A y/o IR-B, un mecanismo regulado por activacion de receptores de
adenosina en cultivos primarios de HUVEC. La actividad del transporte de L-arginina, la
expresion de hCAT-1 y la unidn de Spl estdn aumentadas en DG, efecto que es revertido por
insulina. El efecto de insulina en DG requiri6 de la actividad de receptores de adenosina A;, un
fenotipo que fue similar al observado en células knock-down para IR-B. En HUVEC normales,
insulina aumento la actividad del transporte de L-arginina, la expresion de hCAT-1y la unién de
Spl al promotor de SLC7A1L, efectos que requirieron de la actividad del receptor de adenosina
Aua. Sin embargo, el efecto de insulina fue bloqueado en HUVEC knock-down para IR-A y/o IR-
B. En conclusion, insulina revierte el efecto de diabetes gestacional via IR-A sobre la actividad
y expresion de hCAT-1, un mecanismo dependiente de receptores de adenosina A; en HUVEC
de DG. Sin embargo, insulina aumenta la actividad y expresion de hCAT-1, dependiendo de la

actividad de receptores de adenosina A, en HUVEC de embarazos normales.
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Abstract
Gestational diabetes (GD) increases L-arginine transport in the placenta macrocirculation.
Insulin activates insulin receptors (IRs) which stimulate L-arginine transport via human cationic
amino acids transporters type 1 (hCAT-1) and nitric oxide synthesis in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) from normal pregnancies, but insulin reduces GD-increase L-
arginine transport. This insulin effect could be a result of differential expression and activation of
the insulin receptor isoforms A (IR-A) and B (IR-B), involving transcriptional mechanisms
associated with specific protein 1 (Spl). As it has been proposed that the biological effects of
insulin are regulated by adenosine receptors, in this study we analized whether insulin reverses
GD-increase hCAT-1 activity and expression through differential IR-A and/or IR-B activation
amd this mechanism is regulated by adenosine receptors in HUVEC. Herein, we demonstrated
that L-arginine transport activity, hCAT-1 expression and Spl-binding to promotor SLC7A1 are
increased in GD, effects reverse by insulin. This insulin effect requires A; adenosine receptor
activity in GD, a phenotype that was similarly observed in cells knocked-down for IR-B. In
normal HUVEC, insulin increased L-arginine activity, hCAT-1 expression and Spl-binding to
promotor SLC7A1L, effects that required adenosine receptor A,a activity. However, these insulin
effects were blocked in HUVEC knock-down for IR-A and/or IR-B. In conclusion, insulin via
IR-A reverses the GD-increase in hCAT-1 activity and expression, a mechanism that is A;-
adenosine receptor dependent in GD derived cells. However, insulin increases hCAT-1 activity
and expression, through an Aja-adenosine receptor dependent mechanism in HUVEC from

normal pregnancies.



1. INTRODUCCION
1.1 Diabetes gestacional

Diabetes gestacional es un sindrome caracterizado por intolerancia a la D-glucosa,
de severidad variable que se inicia o es diagnosticada durante el embarazo, generando un
estado de hiperglicemia; que por lo general termina después del parto (Metzger y cols.,
2007; Reece y cols., 2009; ADA, 2012). Esta patologia ha sido asociada con un desarrollo
fetal anormal y complicaciones perinatales, como macrosomia, hipoglicemia neonatal, y
desordenes neurolégicos (Nold & Georgieff, 2004). Diabetes gestacional es una patologia
de alta incidencia durante la gestacion, dependiendo de los criterios utilizados, variando
entre un 5y 15% del total de mujeres embarazas en la poblacion chilena (Belmar y cols.,
2004; Huidobro y cols., 2004). Los principales factores de riesgo para predecir el
desarrollo de diabetes gestacional son aumento en la edad de maternidad, sobrepeso antes
del embarazo, antecedentes de diabetes gestacional en el primer embarazo e historia de
intolerancia a la D-glucosa (Morisset y cols., 2010; ljas y cols., 2013). Las manifestaciones
clinicas de la diabetes gestacional han sido atribuidas a las condiciones de hiperglicemia,
hiperlipidemia, hiperinsulinemia, y disfuncion endotelial fetal (Nold & Goergieff, 2004,
Greene & Solomon, 2005, Westermeier y cols., 2009; Sobrevia y cols., 2011; Westermeier
y cols., 2011; Salomoén y cols., 2012). Diabetes gestacional es un factor de riesgo asociado
a enfermedades cardiovasculares, aumentando si existe ademds hipertension arterial,
dislipidemia y aterosclerosis (Niswender, 2010; Leiva y cols., 2013). Ademas, diabetes
gestacional aumenta la vasodilatacion dependiente del endotelio con respecto a lo
observado en normales, lo cual es considerado un marcador de disfuncion endotelial (De

Vriese y cols., 2000; Westermeier y cols., 2011; Salomén y cols., 2012).



1.1.1 Efecto de la diabetes gestacional sobre la funcion endotelial

Diabetes gestacional genera alteraciones estructurales y funcionales, incluyendo la
disfuncion endotelial de la micro y macrocirculacion placentaria (Tchirikov y cols., 2002;
Biri y cols.,, 2006; Sobrevia y cols.,, 2011; Westermeier y cols., 2011; Salomén
y cols., 2012), observandose una regulacion alterada del tono vascular en la circulacion
feto-placentaria (Berholm y cols., 2003; San Martin & Sobrevia, 2006; Casanello y cols.,
2007; Sobrevia y cols., 2011), aun sin existir una claridad con respecto a los mecanismos
de la disfuncién endotelial asociados a este sindrome (Sobrevia y cols., 2011). El segmento
distal del corddn umbilical y la placenta son lechos vasculares donde no existe inervacion
(Marzioni y cols., 2004), por lo tanto, una regulacion local del tono vascular resulta de una
equilibrada combinacion de la sintesis, liberacion y bioactividad de vasodilatadores (i.e.,
oxido nitrico, prostaglandinas, adenosina) y vasoconstrictores (i.e., endotelina 1),
derivados del endotelio (Olsson & Pearson, 1990; Becker y cols., 2000).

Se ha reportado que en arterias y venas de la placenta humana provenientes de
embarazos con diabetes gestacional existe un aumento en la sintesis de éxido nitrico (NO)
(Figueroa y cols., 2000). Ademas, el mismo resultado se obtuvo a partir de cultivos
primarios de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) obtenidos desde
pacientes diagnosticados con diabetes gestacional (Sobrevia y cols., 1995). Por lo tanto, el
aumento de la vasodilatacion observada en esta patélogia puede ser consecuencia de un
aumento en la sintesis de NO y su biodisponibilidad en la circulacion placentaria humana
(Sobrevia y cols., 2011). Incluso cuando la disfuncion endotelial se asocia a diabetes
gestacional, este es referido como una alteracion de la sintesis de NO y de la captacion del
aminodcido catidnico L-arginina (i.e., ruta L-arginina/NO) (Sobrevia y cols., 2011,

Guzmén-Gutiérrez y cols., 2013). La mayoria de los estudios no son concluyentes con



respecto a los mecanismos detras de estos efectos de la diabetes gestacional. Sin embargo,
es aceptado que es el resultado de la alteracién de mdltiples mecanismos metabolicos,
incluyendo la sensibilidad del endotelio fetal humano a las moléculas vasoactivas como
adenosina (Vasquez y cols., 2004; San Martin & Sobrevia, 2006; Salomén y cols., 2012;

Guzman-Gutiérrez y cols., 2012; 2013).

1.2  Transporte de L-arginina

El transporte de L-arginina en células humanas comprende a diferentes sistemas de
transportadores de aminoacidos entre ellos al sistema y* (alta afinidad, transporte
independiente de Na*) y los transportadores dependientes de Na* (b°*, B®*, e y*L) (San
Martin & Sobrevia, 2006; Wu, 2009). La familia y* estd compuesta de 5 miembros de
transportadores de aminoacidos catidénicos (CATs: cationic amino acids transporters)
CAT1, CAT2A, CAT2B, CAT3 and CAT4 (Closs y cols., 2006; Grillo y cols., 2008),
considerados como el principal mecanismo de transporte de L-arginina en diversos tipos
celulares (Tong & Barbul, 2004). CAT-1 se expresa, con mayor y menor abundancia, en
diversos tipos celulares; exceptuando el caso del higado, donde no se reporta su expresion
(Verrey y cols., 2004). El sistema CAT-1 es considerado el principal transportador de L-
arginina en la placenta (Grillo y cols., 2008).

En HUVEC se ha demostrado que el transporte de L-arginina es mediado por los
sistemas hCAT-1 (~80% del transporte de L-arginina total) y hCAT-2B (~20% del
transporte de L-arginina total) humanos (Casanello & Sobrevia, 2002; Gonzéalez y cols.,
2004, 2011a; Verrey y cols., 2004). En células endoteliales de la microvasculatura de la
placenta se han descrito los sistemas y* e y'L, CAT-1 y 4F2hc, respectivamente (Dye y

cols., 2004). Ademas, se ha descrito que el trasporte de L-arginina en estos tipos celulares



es mediado por el sistema B%* (Pann y cols., 1995). En otros modelos endoteliales, como
por ejemplo el de la vena safena humana (HSVECs: human saphenous vein endothelial
cells) se ha descrito la expresion de CAT-2B, el cual puede ser activado por una ruta
dependiente de PKC (Visigalli y cols., 2007), y en células endoteliales de la arteria
pulmonar humana (hPAEC: human pulmonary artery endothelial cells) se ha descrito la
expresion de CAT-1, el cual es el responsable del 70-95% de la captacion de L-arginina

(Sergey y cols., 2003).

1.2.1 Transportador de aminoacidos cationicos tipo 1 (hCAT1)

hCAT1 pertenece al sistema de transporte y* el cual se caracteriza por ser
independiente de Na*™ y de pH (Deves & Boyd, 1998; Closs y cols., 2006). Este
transportador presenta valores de Ky, para L-arginina, L-lisina, y L-ornitina entre 100 y 150
MM, y es fuertemente estimulado por el sustrato en el lado trans de la membrana (Closs y
cols., 2006). Ademas, hCAT-1 puede ser estimulado por hiperpolarizacion de la membrana
(Closs y cols., 2006). El gen que codifica para esta proteina es el SLC7A1 el cual se ubica
en el cromosoma 13912-g14 (Albritton y cols., 1992; Hammermann y cols., 2001) est4
formado por 13 exones y 11 intrones, de los cuales los exones (-1) y (-2) son no-
traducibles (Hammermann y cols., 2001; Sobrevia & Gonzalez 2009), ubicando el inicio
de la transcripcion (ATG) en el exén +1 (Sobrevia & Gonzélez 2009, Gonzalez y cols.,

2011a).

1.2.2 Regulacion del transporte de L-arginina via hCAT1
El transporte de L-arginina via hCAT-1 est4 sujeto a regulacion por

diferentes agentes o condiciones (Sobrevia & Gonzélez, 2009; Gonzélez y cols., 2011a).



En HUVEC se ha determinado que la expresién de hCAT-1 aumenta en presencia de
algunas citoquinas, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Irie y cols.,
1997; Visigalli y cols., 2007) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
(Véasquez y cols., 2007), en presencia de radicales libres como el anion superoxido (Oy)
(Gonzélez y cols., 2011b), de la hormona insulina (Gonzalez y cols., 2011a; Guzman-
Gutiérrez y cols., 2012), de la activacién de receptores de adenosina del tipo A, (Vasquez
y cols., 2004; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012), o altas concentraciones extracelulares de
D-glucosa (25 mM) (Véasquez y cols., 2007), siendo los ultimos tres componentes
asociados a diabetes gestacional (San Martin & Sobrevia, 2006). Cabe destacar, que
HUVEC proveniente de embarazos de diabetes gestacional poseen mayor expresion
hCAT-1 (Vasquez y cols., 2004; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012). Sin embargo, también
se ha mostrado que existe disminucion de la expresion de hCAT-1, por ejemplo en hipoxia
(Casanello y cols., 2007; 2009; Prieto y cols.,, 2011), y en presencia del miR-22
(microRNA derivado del higado) (Jopling y cols., 2006; Bhattacharyya y cols., 2006;

Ciceray cols., 2010).

1.2.3 Regulacién de la expresién de SLC7A1

La organizacion génica de los transportadores CAT, estd conformada por dos
subfamilias conformadas por los transportadores de aminoacidos cationicos (CAT) y los
transportadores de aminoacidos asociados a glicoproteinas (HAT). La familia de
transportadores de amino&cidos cationicos son codificados por los genes SLC7A (1-4) y
corresponden a proteinas con 14 dominios transmembrana (Verrey y cols., 2004).

Entre los genes que codifican para CAT-1 en rata, raton y humano existen

caracteristicas comunes: la regién promotora carece de caja TATA, poseen multiples sitios



de union a la proteina especifica 1 (Spl) y tienen una extensa regién 3’ no traducible
(3°UTR) que podrian cumplir funciones en la regulacion de la estabilidad del mRNA o en
la traduccion (Aulak y cols., 1996; 1999; Fernandez y cols., 2003; Hatzoglou y cols.,
2004).

SCL7AL posee mdltiples sitios de consenso para el factor transcripcional, Spl (ver
Figura 1), el cual puede ser regulado por insulina o en procesos inflamatorios (Sobrevia &
Gonzalez 2009; Gonzalez y cols., 2011). En HUVEC sdélo se ha descrito que insulina
aumenta la actividad transcripcional de SCL7A1 (Gonzélez y cols., 2011a; Guzman-
Gutiérrez y cols., 2012), un mecanismo dependiente del factor transcripcional Spl (entre -
177 y-105 pb desde el ATG), sin estudios descritos en diabetes gestacional.

El factor transcripcional Spl pertenece a la stper familia de Sp/Factor tipo Krupel
(Sp/KLF), que se divide en las subfamilias Sp, con 8 miembros (Spl — Sp8) y la subfamilia
KLF, con 15 miembros (Solomon y cols., 2008). Luego, la subfamilia Sp se subdivide en
dos grupos nuevamente Spl-Sp4 (604-785 aminoacidos) y Sp5-Sp8 (394-452
aminoacidos), siendo este Ultimo grupo una versién truncada de Spl (Solomon y cols.,
2008; Wierstra, 2008). La proteina Spl posee dos dominios de activacion transcripcional,
adyacente a estos sitios posee sitios ricos en Serinas y treoninas (S/T) que permiten
modular el efecto de Spl de manera postraduccional, y en el dominio del extremo COOH
terminal posee sitios de interaccidbn con represores o activadores transcripcionales
(Solomon y cols., 2008; Wierstra 2008). En los dominios ricos en serinas y treoninas,
posee varios sitios de consenso para diferentes quinasas, que incluyen quinasas de
calmodulina (CamK), quinasas de caseina (CK), proteina quinasa A (PKA), PKC, y
p42/44™P (Samsons y cols., 2002; Sobrevia & Gonzalez 2009). Se ha observado que

insulina favorece la actividad de Spl en hepatoblastoma humano (células HepG2), donde



-1606 CTAAGCCATCTGCATGTGTTCATTAAAACTTTTTCTGGGGACTTTTTCTGGCTCATCCCTGTAGTCC

-1539 CGATGCTAGGGGAGGTTGAGGCAAAATGATCGCTAGACAGCTGGTATTTGAGGCCAGCCTATGCAACATATCA

-1466 AAAACCCGTGTCTATATGTAGAAAAAATATTAACTAGGCGTGATGACACAAGCCTGTAGTTCCATCTGCTTGG

-1393 GAGGCTGAGGCAGGAGGATGGCTTGAGCCTGGGAATTTGAAGTTCCAGTGAGCTATGATTGTACCGCTGCATT

-1320 CCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACCCCTGTCTCTAAAAAACAAACAAATGACAACAGCAACAACAACAGAACA
Sp1

-1247 CTTTTTCTGAAGCTAGCACCATGCAGTTATGTACTTTATAAATTGCTAGTCTAATTCCAAGGGAATAGTTCAG

-1174 CAGCTGATATTTGAGAAGGACCTGTAGAAAGGATTCAAAGACCACGGACACCGTCCACTGTTTTTCTGTTTTC

-1101 CTATAAGATAGAAGAAGGATGGCATTATTAATTTATGCCCTGTTTACCTATCCCAAGTCCCAGATCACTGGAT

-1028 CTTTAAAGATTATGATTCTCGCTTGGCTTTTGGTACAAAAGGAGACAAGGAGGGAGCTTAAAAGGTGAGCACG

-955 GTGTGATTCAGGACTGAAGCTTCTGCCACTTCCTGGGGGGTAACTGCAAAAGTGAGCCGTTCTGACTAGCCGT

-882 TTGTGCATTTGCCACTGCCAAGGGGGCACAGGTAGATTCAAGCTTTGGGGCTCTTCTGACAACTGGCAAGGAT

-809 AAGGTATTAGCAAGGGCAAAGGAATAGTAATAAAATAATCCAATAACAAAGACATGAAGATTTATAATAATTT

-736 TTAGGCCGGTGCAGTGTTTCAGGACTGTAATCCTAGGGCGCTTTGGGAGGCCCAGGCGGGAGGATCGCTTGAG

-663 GCCAGGATTTCGAGGTTAAGGTGAACTGCGCTCCAGCCTGGGCAATAGAGTAACACCCTGTCTCTAAAATGAA

-590 AAGAAAACAGTTTAAACCTTTTAAGTGCATACCAAATCTTTTATTTTGGAGAAGGAAAACTGGTCTCGAGTTC

-517 CGTGTGAGCTCCCTGGGGCCCGCCGGGAGGGGGTTGGCACGGCCGGACCTGCAGCACTAGTTCTGGCCAGGGC

-444 GCTGTGGGATCTGCAGGGGACCACAGGATGCTGTGGCGCGGTGCGCTCAGATTGGCGGAGAAACGGCCACACG

-371 CCTACGGAGCTACTGAGAAGGCGAGCGGAGGCGCAGCCCGCCCGCLCGCCGCGGGAACCCCAGGTTGGGGLGC

-298 TGGGCGCGCGAAGACTCAGCCGCCCCGCCCACCAAGGGCGCGTCGGTCCCCGGCCGCAGCCTCTGGGCTGGCA
Sp1

(Figura 1 continla en la pagina 8)




-225 GCCGCCGCCGCGCCGCGCTCCCATTGGTGCCCGGCGGTGACGCGGCCGAGCGGGCCGGGGCTGCCTGGTCCGG
Sp1

-152 GGGCGGGCGTGGGGCGCGGGGCGCGGAGCGCGAGGGGCGGGGGCCGGGCGCACTGCTGATGAAACCTGGCGCC
Sp1 Sp1

-79 GGAACCCGCCAGCCCTCGGCGCCCATTCAGTCCGCGCAGGCAGGTGTGAGCAGCGGGTCAACTACCTGGCAGG

-6 CGCGCACGCGGCCGCGGGCTCCCGCTAACCGCAGCCTCCACTCCTCTCCCCGCGCGCCGCGLLLeeGeeceaGe
* Exo6n -2

+67 CCCGCCCCGCCCGGTCTCGCCGGCCGAGCGTCCGTTGGTCCTTGAGCGCGTCCGACAGTCTGTCTGTTCGCGA
Exén -2

+134 TCCTGCCGGAGCCCCGCCGCCGCCGGCTTGGATTCTGAAACCTTCCTTGTATCCCTCCTGAGACATCTTTGCT
Ex6n -1

+208 GCAAGATCGAGGCTGTCCTCTGGTGAGAAGGTGGTGAGGCTTCCCGTCATATTCCAGCTCTGAACAGCAACATG
Exén -1

Figura 1. Esquema de la region promotora desde -1606 pb desde el sitio de inicio de
la transcripcion de SCL7A1. Secuencia de la region de -1606 pb desde el inicio propuesto
de la transcripcion (*) del promotor de SCL7ALl (para transportador de aminoacidos
catidnicos tipo 1, hCAT-1) que ha sido clonado. Ademas, se incluyen dos exones no
traducibles (exones -2 (gris oscuro) y -1 (gris claro)) antes del codon de inicio (ATG). En
verde se destacan los sitios de unién del factor de transcripcion Spl.




aumenta la transcripcion de genes como el inhibidor del activador del plasminégeno 1
(PAI-1) (Banfi y cols., 2001), y la lipoproteina Apo Al (Murao y cols., 1998, Lam y cols.,
2003); y en musculo esquelético L6 se ha demostrado que insulina induce la expresion de

PKC$, siendo un mecanismo dependiente de Sp1 (Horovitz-Fried y cols., 2007).

1.2.4 Efecto de la diabetes gestacional sobre el transporte de L-arginina en HUVEC

Se ha reportado que los niveles de NO en liquido amniético (von Mandach y cols.,
2003) vy la sintesis de NO en venas y arterias placentarias (Figueroa y cols., 2000) estan
aumentados en diabetes gestacional. Estudios tempranos realizados en cultivos primarios
de HUVEC aislados desde embarazos con diabetes gestacional mostraron un aumento en la
sintesis de NO y en la actividad del transporte de L-arginina (Sobrevia y cols., 1995,
1997). Estos resultados fueron asociados con un mayor niamero de copias del mMRNA, nivel
de proteina total y actividad de la eNOS (Vasquez y cols., 2004; Farias y cols., 2006, 2010;
Westermeier y cols., 2011). Ademéas, HUVEC obtenidas desde embarazos de diabetes
gestacional muestran un alto nimero de copias para hCAT1 (Vasquez y cols., 2004). De
manera interesante, HUVEC incubadas en presencia de alta D-glucosa muestran mayor
sintesis de L-citrulina a partir de L-arginina (indicador de actividad de NOS), y niveles de
cGMP intracelular (indicador de bioactividad de NO) (Sobrevia y cols., 1997; Gonzalez y
cols., 2004, 2011a). En este fendmeno se ha propuesto como mecanismos de sefializacion
celular involucrados las rutas de PKC y p42/p44™P (Montecinos y cols., 2000; Flores y
cols., 2003). Asi, en diabetes gestacional hay un aumento en los niveles de NO asociado
con un aumento del transporte de L-arginina.

En HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, insulina reduce el

aumento del transporte de L-arginina observado en este tipo celular comparado con
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HUVEC obtenidos desde embarazos normales (Sobrevia y cols., 1998). Ademas, se
observo que en presencia de insulina se redujo el incremento de la sintesis de NO
(expresado como acumulacion de cGMP) (Sobrevia y cols., 1998).

Otras moléculas vasoactivas, tal como adenosina, pueden aumentar el transporte de
L-arginina y la actividad de la eNOS (Vasquez y cols., 2004; San Martin & Sobrevia 2006;
Farias y cols., 2006, 2010; Westermeier y cols., 2011; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012). Se
ha observado in vitro que los niveles de adenosina en el medio de cultivos de HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional (2.5 pM) son mayores que las
HUVEC provenientes de embarazos normales (50 nM) (Véasquez y cols., 2004;
Westermeier y cols., 2011). Ademas, en HUVEC de embarazos normales incubadas con
nitrobenziltioinosina (NBTI, inhibidor del transporte de nucleésidos) aumenta el transporte
de L-arginina, indicando que el aumento de adenosina extracelular y potencialmente la
activacién de receptores de adenosina estan involucrados en el aumento del transporte de
L-arginina (San Martin & Sobrevia, 2006; Westermeier y cols., 2009; Sobrevia y cols.,

2011).

1.3 Receptores de adenosina

Adenosina es un nucledsido purinico implicado en diversas funciones bioldgicas,
tales como biosintesis de nucledtidos o el metabolismo energético celular (Eltzschig,
2009). Ademas, es un mediador de la vasodilatacion de la circulacion coronaria, cerebral y
muscular, en varias condiciones incluyendo hipoxia y el ejercicio (Berne y cols., 1983). La
adenosina extracelular es una molécula de sefializacion que puede activar receptores de
adenosina. Los receptores de adenosina, pertenecientes a la familia P, de los receptores

purinérgicos, estan acoplados a proteina G y se han descrito al menos 4 subtipos: A1, Aza,
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Ags y As (Fredholm y cols., 2001, 2007, 2011; Burnstock y cols., 2006, 2010). La
estimulacién de los receptores de adenosina genera diferentes efectos bioldgicos los cuales
dependen de su patron de expresion y disponibilidad en la membrana de un tipo celular o
tejido en particular (Liu y cols. 2002; Wyatt y cols. 2002; Feoktistov y cols., 2002). El
extremo N-terminal es relativamente corto (7 a 13 residuos), comparado con su C-terminal
(32 a 120 residuos) (Burnstock, 2006). Los dominios transmembranas de los receptores de
adenosina humanos, poseen entre un 39-61% de identidad en su secuencia, y un 11-18%
de identidad con los receptores de la familia P2 (receptores de ATP) (Burnstock, 2006).
Cambios en el patrén de expresion de receptores de adenosina durante condiciones
fisiopatologicas como la hipoxia, isquemia o en inflamacién generan un alteracion
significativa en su sefializacion de los receptores de adenosina (Burnstock y cols., 2010,
Fredholm y cols., 2011). Los receptores A;, Aza Y Az son activados a concentraciones
nanomolares de adenosina, mientras que Se necesita concentraciones micromolares para
activar los receptores A,g, existiendo diferentes farmacos usados como agonistas y
antagonistas para estos receptores (Tabla 1) (Fredholm y cols., 2001; 2011; Schulte &
Fredholm, 2003; Eltzschig, 2009; Mundell & Kelly, 2010). Los receptores A; y Az son
clasicamente denominados como receptores inhibidores acoplados a proteina Gi/G,
(preferencialmente Gi para receptor A;); por otro lado, Aza Y Azg son conocidos como
receptores activadores acoplados a proteina G (Klinger y cols., 2002). Los mecanismos de
sefializacion asociados a la activacion de los receptores A; y Az incluyen inhibicion de la
adenilil ciclasa, activacion de fosfolipasa C (PLC) y activacion de la ruta PI3k/Akt,
mientras que la activacion de receptores Aa Y Azg induce activacion de la adenilil ciclasa
(Eltzschig, 2009; Fredholm y cols., 2011). Todos los receptores de adenosina estimulan

MAPK a través de una via de sefializacion que difiere del tipo de receptor que ha sido



Tabla 1. Constantes de inhibicion (K;) para agonistas y antagonistas de receptores de adenosina

Agonista/Antagonista A Aoa Ass Az Modelo Referencias
Adenosina 100 310 5000 290 CHO Fredholm y cols., 1998
NECA 14 20 - - CHO Salvatore y cols., 1993
NECA - - - 25 CHO Klotz y cols., 1998
NECA - - 330 - HEK?293 Linden y cols., 1999
CGS21680 290 27 88800 67 CHO Klotz y cols., 1998
2CI-IB-MECA 220 5360 - 1.4 CHO Jacobson & Gao. 2006
2CI-IB-MECA - - >10000 - HEK293 Kimy cols., 2000
DPCPX 3.9 129 1010 4000 CHO Klotz y cols., 1998
MRS1754 400 500 2 570 HEK?293 Kimy cols., 2000
ZM241385 260 0.8 - >10000 CHO Ongini y cols., 1999
ZM241385 - - 32 - HEK293 Linden y cols., 1999
MRS1523 >10000 3660 - 18.9 CHO Jacobson & Gao. 2006
MRS1523 - - >10000 - HEK?293 Ling y cols., 2010

NECA: 5’-N-etilcarboxiamidoadenosina, CGS21680: 3-[4-[2-[[6-amino-9-[(2R,3R,4S,5S)-5-

(etilcarbamoil)-3,4-dihidroxi-oxolano-2-il]purin-2-ilJamino]etil]fenil] &cido propanoico, 2CI-1B-MECA:

1-[2-Cloro-6-[[(3-iodofenil)metil]Jamino]-9H-purin-9-il]-1-deoxi-N-metil-B-D-ribofuranuronamida,
DPCPX: 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina, ZM-241385: 4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol, MRS1523: 3-propil-6-¢etil-5-[(etiltio)carbonil]-2 fenil-4-propil-3-
piridina carboxilato.

4}
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activado y del tipo celular (Klinger y cols., 2002; Schulte & Fredholm, 2003; Eltzschig,
2009 La activacion de receptores de adenosina depende del nivel extracelular de este
nucleosido, el cual es regulado principalmente por transportadores de adenosina (Baldwin
y cols., 2004; Burnstock, 2006; Westermeier y cols., 2009; Burnstock y cols., 2010;
Sobrevia y cols., 2011). En HUVEC la adenosina extracelular es captada principalmente
por transportadores de nucledsidos de tipo equilibrativos (ENTs) (Westermeier y cols.,
2009; Sobrevia & Gonzalez, 2009; Sobrevia y cols., 2011). Sin embargo, no se conoce el
papel que estos transportadores pudieran estar jugando en el endotelio diferenciado en el
feto o adulto.

Diversos estudios demuestran los efectos vasculares de adenosina, incluyendo el
aumento de la relacion entrega/demanda de oxigeno en el corazén debido a la
vasodilatacion de arterias coronarias seguido a la activacién de receptores Axa (Shryock y
cols., 1998; Sundell y cols., 2003), o reduccién de la liberacion de norepinefrina y
disminucién de la resistencia periférica vascular por activacién de receptores A; en el
nervio simpatico de rata (Burgdorf y cols., 2001, 2005). Se ha demostrado en ratones

knock-out para el receptor Az, que adenosina induce mayor relajacién de la aorta, y que la

inhibicidn del receptor Azg en estas ratas genera vasoconstriccion (Wang y cols., 2010).

1.3.1 Rol de los receptores de adenosina en la diabetes gestacional

El efecto vasodilatador de adenosina dependiente de NO, generado por el endotelio
es mediado por la expresion de receptores de adenosina (Sobrevia & Mann, 1997;
Edmunds & Marshall, 2003; VVasquez y cols., 2004; San Martin & Sobrevia, 2006; Ray &
Marshall, 2006; Casanello y cols., 2007; Escudero y cols., 2008, 2009; Westermeier y

cols., 2009; Sobrevia y cols., 2011; Guzman-Gutiérrez y cols., 2013), un efecto de
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relevancia particular y que se observa aumentado en cultivos primarios de HUVEC
obtenidos desde embarazos con diabetes gestacional (Vasquez y cols., 2004; San Martin &
Sobrevia, 2006; Casanello y cols., 2007; Westermelier y cols., 2009; Farias y cols., 2006,
2010) o en HUVEC obtenido desde embarazos normales expuestas in vitro a alta D-
glucosa (Mufioz y cols., 2006; Puebla y cols., 2008). La unién funcional entre adenosina y
la ruta L-arginina/NO en HUVEC ha sido denominada via ALANO (i.e., Adenosine/L-
Arginine/Nitric Oxide) (San Martin & Sobrevia, 2006). Este mecanismo ha sido propuesto
como un nuevo elemento para entender la disfuncion endotelial en condiciones de
hiperglicemia, y eventualmente en patologias asociadas a hiperglicemia, como por ejemplo
la diabetes gestacional (Pandolfi & Di Pietro, 2010).

El aumento de la actividad de la ruta ALANO en diabetes gestacional implica la
acumulacién extracelular de adenosina, dado por una disminucion de la captacién de este
nucleodsido a nivel endotelial (Vasquez y cols. 2004; Farias y cols., 2006, 2010). Es decir,
los cambios en la concentracion plasmatica de adenosina en la circulacién
fetoplacentaria pueden resultar en una alteracion del control del flujo sanguineo en la
placenta como una respuesta adaptativa y/o de proteccion del feto a este sindrome
(Westermeier y cols., 2009; Sobrevia y cols., 2011). Existen reportes que sugieren que la
resistencia de los vasos umbilicales (medido como velocidad del flujo por Doppler) no esta
significativamente alterada en diabetes gestacional (Brown y cols. 1990; Biri y cols. 2006;
Pietryga y cols. 2006), pero cabe destacar que no hay informacion sobre la reactividad
arterias umbilicales, y vasos corionicos provenientes de embarazoscon diabetes gestacional
(Biri y cols., 2006; Casanello y cols., 2007; Sobrevia y cols., 2009), pero en vena umbilical
la relajacion mediada por insulina esta disminuda en diabetes gestacional (Westermeier y

cols., 2011), indicando un grado de resistencia a insulina en este lecho vascular. Se ha
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informado que los niveles plasméatico de adenosina en sangre de vena umbilical son
mayores en recién nacidos de embarazos con diabetes gestacional comparados con los
recién nacidos de embarazos normales (Westermeier y cols., 2011). Estos resultados se
complementan por estudios que muestran un aumento de la concentracion de adenosina
detectada en sangre de vena umbilical desde embarazos con diabetes mellitus comparado
con embarazos normales (Maguire y cols., 1998) o en cultivos primarios de HUVEC
aislados desde embarazos con diabetes gestacional (Vasquez y cols., 2004; Farias y cols.,
2006, 2010).

También se ha informado que los niveles de nitrato y nitrito (un indicador indirecto
de NO) en el liquido amnidtico en diabetes gestacional es mayor que en embarazos
normales, sugiriendo que la actividad NOS esta activada en el feto (von Mandach y cols.,
2003). Este fendmeno podria deberse a un elevado nivel de adenosina en la circulacion
fetoplacentaria (Sobrevia y cols., 2011; Westermeier y cols., 2011). Aun cuando estas
observaciones se han hecho, no existe una correlacién publicada de los niveles plasmaticos
de adenosina y la disfuncion endotelial en embarazos con diabetes gestacional (Baldwin y
cols., 2004; San Martin & Sobrevia, 2006; Casanello y cols., 2007; Westermeier y cols.,
2009; Sobrevia y cols., 2011). Un estudio en nuestro laboratorio muestra que un inhibidor
del transporte de adenosina (NBTI) (Baldwin y cols., 2004) induce vasodilatacién en
anillos de vena umbilical (Vega y cols., 2009), y al utilizar ZM-241385 se bloquea el
efecto de adenosina e incrementa el tono basal en estos vasos (Westermeier y cols., 2011),
sugiriendo la participacion de adenosina sobre la modulacién del tono vascular en este tipo
de vasos (Sobrevia y cols., 2011). La posibilidad que adenosina esté tonicamente actuando
como un agente vasodilatador en este lecho vascular (Westermeier y cols., 2011) est4

también apoyada por resultados en publicaciones (Cifuentes y cols., 2010; Sepulveda y
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cols., 2010) donde se muestra que (a) adenosina previene la contraccion inducida por
hidroxitriptamina (5HT) de anillos de vena umbilical obtenidos desde embarazos normales,
(b) adenosina no cambia la contraccion inducida por 5HT en vasos de embarazos con
diabetes gestacional y (c) que al usar un antagonista relativamente especifico para el
receptor Axa (ZM-241385), éste bloquea el efecto de la diabetes gestacional sobre la
contraccién inducida por 5HT. Actualmente, s6lo se ha informado un estudio destacando la
accion potencial de adenosina como modulador de la reactividad vascular fetoplacentaria
en diabetes gestacional (Westermeier y cols., 2011). En este estudio se sugiere que debido
a que en diabetes gestacional se observa un aumento en la concentracién de adenosina en
el plasma fetal, la reactividad vascular en la circulacién fetoplacentaria podria resultar de
una accién bioldgica alterada de adenosina (Sobrevia y cols., 2011; Guzman-Gutiérrez y

cols., 2011).

1.4 Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoéacidos, producida y
secretada por las células B de los islotes de Langerhans del pancreas, en forma de precursor
inactivo de una sola cadena polipeptidica, la pre-proinsulina, con una secuencia sefial
amino-terminal que determina su incorporacion a vesiculas secretoras (Mounier y cols.,
2006). La eliminacion proteolitica de la secuencia sefial y la formacion de tres puentes di-
sulfuros produce la proinsulina. Esta molécula pasa al aparato de Golgi donde es
modificada y almacenada en vesiculas de secrecion (Shepherd, 2004). Seguido al aumento
de D-glucosa en la sangre se desencadena la generacion de insulina mediante la conversion
de la proinsulina en insulina activa por proteasas que cortan dos enlaces peptidico para

formar la molécula de insulina madura junto con cantidades equimolares de péptido C
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(Nelson & Cox, 2000). La insulina es la hormona del crecimiento por excelencia durante el
desarrollo fetal, promueve los depdsitos de carbohidratos, lipidos y proteinas en los tejidos,
asi como la captacion de D-glucosa por éstos. Esta hexosa es la fuente principal de
obtencion de energia en el feto y responde a insulina generada en el pancreas fetal desde
las 12 semanas de gestacion (Desoye y cols., 2007). La secrecion de insulina esta regulada
por hormonas y sefiales intracelulares, como también por el sistema nervioso autobnomo, e
interaccion de sustratos como aminoacidos y, sin duda el mas importante, la D-glucosa
(Shepherd, 2004). Una vez liberada desde el pancreas, insulina ejerce distintos efectos
sobre sus células blanco y ademas regula un amplio espectro de procesos en el organismo

(Muniyapa y cols., 2007).

1.4.1 Rol de lainsulina en diabetes gestacional

En los estudios ‘Summary and Recommendations of the Fourth International
Workshop-Conference on Gestational Diabetes Mellizus’ (Metzger & Coustan, 1998) y
‘Gestational Diabetes Mellitus, Position Statement of the American Diabetes Association’
(2004), se incluye diferentes areas prioritarias de investigacion, donde se propone que la
caracterizacion de mecanismos reguladores del flujo sanguineo fetal, como un sector de
necesaria atencion. Esto se basa en la falta de informacion del efecto de diabetes
gestacional sobre la circulacion fetoplacentaria. Ademas, en reportes mas actuales (i.e.,
‘Summary and Recommendations of the Fifth International Workshop-Conference on
Gestational Diabetes Mellitus’) (Metzger y cols., 2007), se incluyen diversos aspectos de
la funcién placentaria que son recomendadas para investigaciones futuras en diabetes
gestacional. Estas recomendaciones incluyen la caracterizacibn de mecanismos de

insulinoresistencia e identificaciones de mecanismos celulares que reducen la sefalizacion
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de insulina en este sindrome (Metzger y cols., 2007). Aun cuando el claro rol de insulina
en diabetes gestacional es generalmente aceptado, la sefializacion celular y la respuesta a
insulina en el tejido feto-placenta en este sindrome no es un fenémeno bien entendido
(Hiden y cols., 2009; Westermeier y cols., 2009; Sobrevia & Gonzalez, 2009; Sobrevia y
cols., 2009; Guzman-Gutiérrez y cols., 2013). Incluso cuando los receptores de insulina
son expresados en la vasculatura placentaria humana (Hiden y cols., 2009; Westermeier y
cols., 2011; Salomoén vy cols., 2012), existe limitada informacion sobre la accion de este
receptor sobre los efectos vasculares de insulina sobre la circulacion placentaria en
diabetes gestacional (Desoye & Hauguel-de Mouson, 2007; Barret y cols., 2009; Genua y
cols., 2009; Sobrevia y cols., 2011).

Diabetes gestacional genera alteraciones a nivel del transporte transplacentario
desde la madre al feto, un fenédmeno que ocurre, entre otros factores, por la pérdida del
balance hormonal que es inducido, por ejemplo, por alteraciones en la sintesis y
sefializacion de insulina (Kuzuya & Matsuda, 1997; Metzger & Custan, 1998;; Greene &
Solomon, 2005; Biri y cols. 2006; Sobrevia & Gonzalez, 2009; Barret y cols., 2009).
Insulina genera vasodilatacion dependiente de NO derivado del endotelio en sujetos
normales (Steinberg & Baron, 2002; Sundell & Knuuti, 2003; Barret y cols., 2009; Sonne
y cols., 2010; Timmerman y cols., 2010). Ademas, estudios in vitro muestran que insulina
activa la ruta L-arginina/NO en HUVEC (Gonzéalez y cols. 2004, 2011a; Mufioz y cols.
2006) como en otros endotelios (Sundell & Knuuti, 2003; Barret y cols., 2009).
Observaciones iniciales sugirieron un efecto vasodilatador diferencial de insulina entre la
macro y microvasculatura de la placenta humana desde fetos que fueron adecuados (AGA)
o0 grandes (LGA) para la edad gestacional en diabetes gestacional (Jo y cols., 2009). Este

estudio muestra que insulina induce una vasodilatacion dependiente del endotelio derivado
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del NO en arterias y venas umbilicales de embarazos normales o diabetes gestacional,
insulina no alterd los vasos corionicos de embarazos normales, pero genero relajacion de
los vasos corionicos de embarazos con diabetes gestacional. Estas observaciones fueron
acompafiadas con incrementos de insulina plasmatica en sangre de corddn umbilical
(Westgate y cols., 2006; Lindsay y cols., 2007; Colomiere y cols., 2009). De manera
interesante, no es conocido el potencial mecanismo asociado con esta respuesta especifica
a insulina por la unidad feto-placentaria durante la diabetes gestacional (Youngren vy cols.,

2007; Barret y cols., 2009; Sobrevia & Gonzéalez, 2009).

1.4.2 Regulacion del transporte de L-arginina via hCAT1 por insulina

Se ha observado que en cultivos primarios de HUVEC en condiciones de
euglicemia (i.e., conteniendo 5 mM de D-glucosa) y en presencia de concentraciones
fisioldgicas de insulina (0.1-1 nM) producen un aumento de la velocidad méaxima del
transporte de L-arginina (Vmax), pero sin cambios significativos de la K, aparente
(Gonzélez y cols., 2004; 2011; Guzméan-Gutiérrez y cols., 2012). Este fendmeno fue
observado con una alta capacidad de transporte méaximo (i.e., Vmax/Km) (Casanello y cols.,
2007; Vasquez y cols., 2004; Escudero y cols., 2008), lo cual indica la participacién de
transportadores de membrana para aminoacidos cationicos en este proceso (Gonzélez y
cols., 2004; Sobrevia & Gonzéalez, 2009). La magnitud reportada del efecto estimulatorio
del transporte de L-arginina (cercano a 5 veces) fue comparable al efecto de la trans-
estimulacion con lisina en la medicion de captacion de L-arginina (Gonzélez y cols., 2004).
Estos resultados se complementan con el aumento del nimero de copias de mRNA para
hCAT1 (Gonzélez y cols., 2004; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012) y de la abundancia de

proteina (Gonzélez y cols., 2011A; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012). Estos estudios
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sugieren que el transporte de L-arginina es estimulado por insulina, por un aumento en la
expresion de transportadores de membrana para hCAT1 en HUVEC (Sobrevia &
Gonzalez, 2009). Ademas, se ha propuesto que el efecto de insulina sobre el transporte de
L-arginina es un mecanismo de sefializacién celular, los cuales incluyen fosfatidilinositol 3
quinasa (PI3K), proteina quinasa C (PKC) y proteinas quinasas activadas por mitdgeno
p42 y pdd (p42/psd™PK) (Gonzalez y cols., 2004), aumentando la unién del factor
transcripcional Spl al promotor de SCL7AL, en la zona de consenso entre -177 a -105 pb
desde el ATG (Gonzalez y cols., 2011). Por otro lado, en HUVEC obtenidas desde
embarazos con diabetes gestacional, muestran que en presencia de 5 mM de D-glucosa,
insulina (1 nM) disminuye el transporte total de L-arginina, mientras que a 25 mM de D-
glucosa, se observa una insensibilidad a insulina (0.1-10 nM) (Sobrevia y cols., 1996;
1998), lo cual abre la opcion de estudiar un mecanismo de resistencia a insulina mediado
por defectos a nivel del receptor de insulina o su sefializacion. Recientemente se ha
reportado que HUVEC expresan dos subtipos de receptores de insulina, tipo A (IR-A) y B
(IR-B) (Westermeier y cols., 2011), con una relacion IR-A/IR-B cercano a 2, donde IR-A
aumenta 1.6 veces en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, lo que

sugiere la participacion de estos subtipos de receptor de insulina durante la patologia.

1.4.3 Receptores de insulina

Insulina genera sus efectos bioldgicos por la activacion del receptor de insulina en
la membrana plasmatica de células endoteliales de venas umbilicales humanas (Zheng &
Quon, 1996; Nitert y cols., 2005) y de la microvasculatura placentaria (Desoye & Hauguel-
de Mouzon, 2007; Hiden y cols., 2009), un efecto que es diferencial en estos dos lechos

vasculares (Hiden y cols., 2009; Sobrevia & Gonzalez, 2009; Sobrevia y cols., 2011). El
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gen que codifica para el receptor de insulina humano esté localizado en el brazo corto del
cromosoma 19 y consiste de 22 exones, y 21 intrones (Seino y cols., 1989). El receptor de
insulina maduro es una glicoproteina compuesta por dos subunidades B (dominio
transmembrana) unida por puentes disulfuros. El N-terminal de la subunidad o extracelular
(exones 1-2) y el dominio rico en cisteinas (exones 3-5) son responsables por la alta
afinidad por insulina en combinacion con el dominio C-terminal (residuos de aminoacidos
704-719) (Kristensen y cols., 1998; Thorsoe y cols., 2010). La sefializacion de insulina
involucra la participacién de PI3K como proteina regulatoria del metabolismo de D-
glucosa en tejidos como el musculo esquelético y los adipocitos promoviendo la
translocacion de la isoforma 4 del transportador de D-glucosa (GLUTA4) a la membrana
plasmatica y estimulando la producciéon de NO y la vasodilatacion dependiente del
endotelio. (Bergandi y cols., 2003). El efecto mitogénico es principalmente mediado por
MAPK, el cual regula el crecimiento, la diferenciacién, y el control, por ejemplo, de la
sintesis de moléculas vasoconstrictoras como endotelina 1 (ET-1) (Kim y cols., 2006;
Muniyappa y cols., 2007).

Con el clonamiento de las dos isoformas del receptor de insulina, i.e., receptor de
insulina A (IR-A) y B (IR-B), se ha propuesto la posibilidad de una respuesta diferencial a
insulina por una activacion selectiva (o semiselectiva) de estas isoformas (Ullrich y cols.,
1985; Ebina y cols., 1985; Frasca y cols., 1999; Sesti y cols., 2001; Belfiore y cols., 2009;
Genua y cols., 2009; Sciacca y cols., 2003; 2010; Thorsoe y cols., 2010; Sen y cols., 2010).
El cDNA de IR-A (exén 117) no posee el exén 11, e IR-B (exén 117%) contiene el exdn 11
(Genua vy cols., 2009; Thorsoe y cols., 2010; Sen y cols., 2010). Ambas isoformas estan
expresadas en tejidos sensibles a insulina (higado, musculo y tejido adiposo) (Moller y

cols., 1989; Mosthaf y cols., 1990), pero IR-A es predominantemente expresado en el feto
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y la placenta, donde juega un rol en el desarrollo embrionario (Frasca y cols., 1999). Estas
isoformas estan también expresadas en tejido adulto, especialmente en el cerebro (Belfiore
y cols., 2009). Por otro lado, IR-B estd expresado principalmente en tejido adulto
diferenciado como el higado, el cual aumenta los efectos metabdlicos de insulina (Sciacca
y cols., 2003, 2010; Genua y cols., 2009; Sen y cols., 2010). La desregulacion del splicing
del receptor de insulina en tejidos claves para insulina puede ocurrir en pacientes con
insulinoresistencia, pero este rol en diabetes mellitus no es claro (Belfiore y cols., 2009).
Se ha reportado que en HUVEC expresan ambas isoformas del receptor de insulina
(Westermeier y cols., 2011), donde al comparar la relacion IR-A/IR-B entre células
normales y diabetes gestacional se observd que una diferencia de ~1.6 veces, debido a una
alta expresion de IR-A en células provenientes de embarazos con diabetes gestacional. Por
lo tanto, esto podria ser asociado con una disminucion a la respuesta de insulina, como en
otras patologias donde predomina la isoforma IR-A, como es la Diabetes Mellitus tipo 2
(Norgren y cols., 1994), y en estados de insulinoresistencia relacionados con aumento de
la relacion IR-A/IR-B en musculo esquelético de pacientes con distrofia miotonica tipo 1
(Savkur y cols., 2001) y 2 (Savkur y cols., 2001; Phillips y cols., 1998).

Insulina, los factores de crecimiento tipo insulina 1 (IGF1) y 2 (IGF2) generan
diversos efectos metabdlicos y mitogénicos mediante su receptor, con actividad tirosina
quinasa presente en la superficie de las células blanco. Estas hormonas poseen una alta
homologia estructural, ambos receptores pueden actuar como ligandos de estas moléculas.
A concentraciones fisioldgicas, insulina e IGF1 estan unidas solo a los receptores de
insulina e IGF, respectivamente. Mientras que, IGF2 se une al receptor de IGF1 (IGFR1) y
a IR-A (Frasca y cols., 1999). La afinidad de IGF2 por IR-A es menor que a la de insulina

para este receptor (ECsp 0.9 versus 2.5 nM, respectivamente), mientras que la unién de
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IGF1 a IR-A es muy alta (ECso > 30nM). La afinidad de IGF2 a IGFR1 es comparable con
la de IGF1 (ECso 0.6 versus 0.2 nM, respectivamente), donde insulina se une débilmente a
este receptor (ECso > 30nM) (Pandini y cols., 2002). Por lo tanto, es posible que exista una
respuesta diferencial a insulina en la vasculatura fetoplacentaria dado por la activacién
preferencial de uno de los subtipos de receptores de insulina en embarazos con diabetes
gestacional.

La expresion de las isoformas del receptor de insulina es también diferencial, IR-A
se expresa preferencialmente durante la vida prenatal (incluyendo la placenta), e IR-B se
expresa preferencialmente en adultos, en tejidos diferenciados (Belfiore y cols., 2009). Un
desbalance en la expresion y/o prevalencia de rutas de sefializacion asociadas con estas
isoformas puede generar serias consecuencias afectando el desarrollo normal del feto
durante el embarazo (Hiden y cols., 2009; Genua y cols., 2009). Se ha reportado que el
estado de insulinoresistencia esta asociado con disminucion de la relacion IR-A/IR-B en
adipocitos y musculo esquelético de sujetos con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Mosthaf
y cols., 1991; Kellerer y cols., 1993; Sesti y cols., 1994), pero una alta relacion de IR-
A/IR-B fue descrito en musculo esquelético de pacientes con distrofia miotonica tipo 1
(Savkur y cols., 2001) y 2 (Phillips y cols., 1998; Savkur y cols., 2001), enfermedades que
cursan con insulinoresistencia extrema. Aun cuando los pacientes con DMT2 tengan
insulinoresistencia extrema e hiperinsulinemia, se han asociado con incremento en la
expresion de la isoforma IR-A (Norgren y cols., 1994), no existe un acuerdo relativo sobre
la expresion de isoformas del receptor de insulina con estas enfermedades (Belfiore y cols.,
2009). Defectos en la expresion de moléculas de la sefializacion de insulina han sido
propuestas en la placenta humana en embarazos con diabetes gestacional, sugiriendo un

potencial estado de insulinoresistencia en la placenta asociado a este sindrome (Colomiere



24

y cols., 2009). Como los niveles de insulina fetal durante la diabetes gestacional estan
incrementados (Wesgate y cols., 2006; Lindsay y cols., 2007; Colomiere y cols., 2009), lo
que es caracteristico en este sindrome, no solo puede llevar a un mecanismo de crecimiento
y maduracidn fetal, sino que también a una respuesta defectuosa dado por la sefializacion
celular inducida por insulina en la unidad feto-placenta. Interesantemente, no se ha logrado
demostrar una potencial relacion entre disfuncion endotelial y un desbalance en la relacion

IR-A/IR-B en pacientes, asociado a disfuncién endotelial.

1.4.4 Regulacion del efecto de insulina por adenosina

Estudios muestran que la sensibilidad a insulina en ratas suplementadas con
adenosina en la dieta estd aumentada (Ardiansyah y cols.,, 2010). Estos datos se
complementan con observaciones similares descritas en adipocitos de ratas diabéticas
(Joost & Steinfelder, 1982), muasculo esquelético de rata no diabética (Vergauwen y cols.,
1995), y pacientes con diabetes mellitus tipo 1 que recibieron una infusion de adenosina
(Srinivasan y cols., 2005) (Tabla 2). En los estudios disponibles en la literatura, la
concentracion de adenosina, agonistas, y antagonistas de receptores de adenosina, e
insulina utilizada fue superior a 100 nM, lo cual sugiere para los receptores de adenosina,
que la activacion e inhibicion de los receptores de adenosina era completa, y para insulina,
la participacion tanto de IR-A e IR-B, y de los receptores de IGF en el sistema. Sin
embargo, en los trabajos de Webster y colaboradores, Ciaraldi y colaboradores, Sundell y
colaboradores, y Srinivasan y colaboradores, la concentracion de insulina utilizada, es
relativamente selectiva para los receptores de insulina, sugiriendo la posibilidad que la
activacion de receptores de adenosina, aumentan el efecto de insulina. De la misma

manera, los trabajos de Pawelczyk y colaboradores., y Dhalla y colaboradores, muestran



Tabla 2. Regulacidn del efecto de insulina por agonistas/antagonistas de receptores de adenosina.

Células o tejidos Condicion experimental  Efectode  Fendmeno bioldgico Referencias

insulina
Tejido adiposo de rata Insulina + adenosina Aumentado  Transporte de 2DG Joost & Steinfelder, 1982
Musculo soleo de rata Insulina + PIA Aumentado  Contenido de glucégeno  Espinal y cols., 1983
Tejido adiposo de rata Insulina + PIA Aumentado  Transporte de 2DG Green A. 1987
Mdsculo soleo de rata Insulina + GR79236 Aumentado  Contenido de piruvato Webster y cols., 1996
Adipocitos humanos* Insulina + PIA Aumentado  Transporte de 2DG Ciaraldi y cols., 1997
Mdsculo soleo de rata Insulina + DPCPX Aumentado  Transporte de 2DG Hany cols., 1998
Musculo esquelético de rata  Insulina + DPCPX Aumentado  Transporte de 2DG Derave & Hespel. 1999
Venas coronarias Insulina + adenosina Aumentado  Flujo sanguineo Laine y cols., 2000; 2004
Venas coronarias Insulina + adenosina Aumentado  Flujo sanguineo Sundell y cols., 2002
Venas coronarias’ Insulina + adenosina Aumentado  Flujo sanguineo Srinivasan y cols., 2005
Musculo esquelético de rata  Insulina + cafeina Disminuido  Transporte de 2DG Vergauwen y cols., 1994
Linfocitos T humano Insulina + ZM-241385  Disminuido  Proliferacion celular Pawelczyk y cols., 2005
Adipocitos de rata Insulina + CVT-3619 Disminuido  Secrecion acidos grasos ~ Dhalla'y cols., 2008
Musculo esquelético de rata  Insulina + cafeina Disminuido  Transporte de 2DG Kolnes y cols., 2010
HUVEC Insulina+ZM-241385 Disminuido  Transporte de L-arginina ~ Guzman-Gutiérrez y cals.,

2012

Tabla 2 continta en la pagina 26
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PIA: N°(fenilisopropil) adenosina, GR79236: N-[(1S,trans)-2-hidroxiciclopentil] adenosina, DPCPX: 8-ciclopentil-1,3-
dipropilxantina, ZM-241385: 4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol, CVT-3619: N°-[2-{6-
[((1R,2R)-2-hidroxiciclopentil)-amino]purin-9-y1}(4S,5S,2R,3R)-5-[(2-fluorofeniltio)metil]-oxolano-3,4-diol-adenosina, 2DG:  2-
deoxi-D-glucosa, *muestras obtenidas de pacientes con sindrome de ovario poliquistico, Tmuestras de pacientes con diabetes mellitus

tipo 1.

9¢
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que la inhibicion de receptores de adenosina, bloquean el efecto de insulina, mediado sélo
por los subtipos de receptores de insulina. Ademas, la expresion y activacion de receptores
de adenosina reduce los niveles plasmaticos de D-glucosa, por medio de un incremento en
la liberacion y del efecto bioldgico de insulina en ratas diabéticas (Johansson y cols., 2006;
Németh y cols., 2007; Tdpfer y cols., 2008).

La activacion del receptor de adenosina A; (Vergauwen y cols., 1994) o la
disminucion de la expresion del receptor de adenosina Azg (Ardiansyah y cols., 2010,
Figler y cols., 2011), resultan en un aumento de la sensibilidad a insulina, pero no existe
informacién sobre los mecanismos especificos que expliquen la accion bioldgica de
adenosina (Burnstock y cols., 2006; San Martin & Sobrevia, 2006; Mundell & Kelly,
2010). La activacion del receptor de adenosina Ayg, pero en menor grado que los
receptores de adenosina A; y Aza, previenen el desarrollo de diabetes en raton (Németh y
Cols., 2007). Pero, en un estudio reciente muestra que la sensibilidad a insulina disminuye
en ratones C57BL/6J al activar farmacoldgicamente el receptor Ayg, a excepcion del raton
knock-out para este receptor, sugiriendo que el receptor de adenosina A,g participa en el
proceso de insulinoresistencia (Figler y cols., 2011). Esto abre la posibilidad de que el
aumento y/o la inhibicién de la expresién, o de la actividad de los receptores de adenosina
puedan asociarse como un mecanismo de proteccién contra este sindrome. Basado en estos
antecedentes existiria una posible comunicacion cruzada entre los receptores de adenosina
y los receptores de insulina, un fendmeno que podria generar un potencial mecanismo
regulatorio de las acciones biol6gicas de insulina en la vasculatura fetoplacentaria en

diabetes gestacional.
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1.5  Comentario Final

Diabetes gestacional causa alteracion de la funcion endotelial de la macro y
microcirculacion fetoplacentaria asociada con aumento en la sintesis de NO asi como del
transporte de L-arginina mediado por hCAT-1. La presencia de altos niveles de insulina y
de adenosina en la sangre umbilical en diabetes gestacional, sugieren la participacion de
estas moléculas en la etiologia de este sindrome. La activacion de receptores de adenosina
del tipo Aza Y los receptores de insulina aumentan la expresion y actividad de hCAT-1y
eNOS en HUVEC de embarazos normales, mientras que en células provenientes de
embarazos con diabetes gestacional la activacion de estos receptores de adenosina seria
parte del mecanismo que explicaria un aumento anormal de la sintesis de NO en HUVEC.
Por otra parte, se ha propuesto que insulina actuaria como un factor que revierte el
aumento del transporte de L-arginina y la sintesis de NO en células de diabetes gestacional
a valores observados en células de embarazos normales. La dualidad del efecto de insulina
puede ser explicada por la diferencia en la expresion de receptores de insulina (IR-A e IR-
B) en embarazos normales o con diabetes gestacional. Se ha descrito que los efectos de
insulina dependen de la actividad de receptores de adenosina en otros modelos celulares,
sugiriendo la posibilidad de que este nucledsido actie como regulador de la expresion y/o
actividad de los receptores de insulina. Asi, si en diabetes gestacional aumenta la
expresion y actividad de hCAT-1 las interrogantes centrales que se plantean en esta tesis
incluyen el ;como puede insulina disminuir la expresion y actividad de hCAT-1? y el si
¢adenosina puede regular la expresion asociada a la activacion de receptores de insulina?
Contestar estas preguntas nos permitiria comprender los mecanismos de insulina (Figura

2), abriendo la posibilidad de estudiar potenciales tratamientos para esta patologia.
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Figura 2. Modulacion del transporte de L-arginina via hCAT-1 por insulina y
adenosina en HUVEC de embarazos con diabetes gestacional. Insulina activa los
receptores de insulina tipo A (IR-A) y B (IR-B), llevando a una disminucion del aumento
del transporte de L-arginina via hCAT-1 y la sintesis de 6xido nitrico (NO) causado por
diabetes gestacional. Este efecto podria ser regulado por la activacion de receptores de
adenosina (AR), aumentando el transporte de L-arginina via hCAT-1 hasta aquéllos
valores observados en células de diabetes gestacional.
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2. Hipotesis

El aumento de la expresion y actividad de hCAT-1 causado por diabetes
gestacional es bloqueado por insulina mediante la activacion diferencial de
receptores de insulina A y B, un fendmeno que depende de la activacion de

receptores de adenosina, en células endoteliales de vena umbilical humana.
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3. Objetivos

3.1  Objetivos generales

1.

3.2

Determinar si insulina disminuye la actividad y expresién de hCAT-1 mediante
activacion diferencial de IR-A y/o IR-B en diabetes gestacional.

Determinar si la disminucion de la actividad y expresion de hCAT-1 causada
por insulina involucra la participacion de receptores de adenosina en diabetes

gestacional.

Objetivos especificos

Para objetivo general 1

1.

Determinar el efecto de la estimulacion de IR-A y/o IR-B por insulina sobre los
parametros cinéticos del transporte de L-arginina (Vmax, Km, Kp) via hCAT-1.
Determinar el efecto de la estimulacion de IR-A y/o IR-B por insulina en la
expresion de mMRNA y la abundancia de la proteina hCAT-1

Determinar el efecto de la estimulacion de IR-A y/o IR-B por insulina sobre la

actividad transcripcional del promotor de SLC7A1.

Para objetivo general 2

1.

Determinar el tipo(s) de receptor de adenosina involucrado en los cambios
causados por insulina por la estimulaciéon de IR-A y/o IR-B en los parametros
cinéticos de transporte de L-arginina via hCAT-1.

Determinar el tipo(s) de receptor de adenosina involucrado en los cambios
causados por insulina por la estimulacion de IR-A y/o IR-B en la expresion de
MRNA vy la abundancia de la proteina hCAT-1.

Determinar el tipo(s) de receptor de adenosina involucrado en los cambios
causados por insulina por la estimulacion de IR-A y/o IR-B en la actividad

transcripcional del promotor de SLC7AL.
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4, Metodos
4.1  Muestras bioldgicas y cultivo celular
4.1.1 Coleccion de cordones umbilicales

Este estudio incluyd pacientes atendidas en el sistema de salud de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Se recolectaron los cordones umbilicales de fetos
provenientes de pacientes con embarazos normales y de pacientes con diagnostico de
diabetes gestacional, con feto Unico y edad gestacional >37 semanas. Durante el control
prenatal, las embarazadas fueron evaluadas mediante una prueba de sobrecarga oral a la D-
glucosa (75 gramos en ayuno) entre las 26 y 28 semanas. Las embarazadas con glicemia de
ayuno >90 mg/dl y >140mg/dl post carga (2 horas) seran diagnosticadas como pacientes
con diabetes gestacional y manejadas clinicamente con un régimen de 200 gr de hidratos
de carbono al dia. Los criterios de inclusion y exclusion para las muestras de cordones
umbilicales provenientes de embarazos con diabetes gestacional se muestran en la Tabla 3.
Los criterios de inclusion para las muestras de cordones de embarazos normales son
idénticos a los requeridos para diabetes gestacional exceptuando este Ultimo diagnostico.

Los cordones umbilicales fueron recolectados al momento del parto y fueron
trasladados en solucién de tampdn fosfato salino (136 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 7.8 mM
Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, pH 7.4) refrigerado (2-8°C) y estéril hasta el laboratorio. Se
obtuvieron los consentimientos informados de cada paciente participante de este estudio
(ver Carta de Consentimiento en Anexo 1), documento aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile. Estas muestras
bioldgicas seran utilizadas sélo para los objetivos indicados en el presente proyecto y en
las publicaciones de los resultados de estos estudios no se incluird los nombres ni

informacion personal de las pacientes y de los recién nacidos.



Tabla 3. Criterios de seleccion de muestras bioldgicas.
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Inclusion

Exclusion

Diabetes mellitus gestacional (DMG)
Feto Unico

Edad gestacional > 37 semanas

Tratamiento con insulina
Pre-eclampsia

Sindrome hipertensivo del embarazo
Retardo de crecimiento intrauterino
Corioamnionitis clinica

Colestasia intrahepatica del embarazo
Isoinmunizacién Rh o D

Presencia de meconio en el liquido
amnidtico

Diabetes mellitus pre-gestacional
Obesidad

Patologia cronica
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4.1.2 Cultivo de células endoteliales de vena umbilical humana

Las células endoteliales fueron obtenidas de vena de cordon umbilical humano
(HUVEC) de embarazos normales. Para aislar y cultivar las HUVEC se utilizd el método
descrito inicialmente por Jaffe y cols. (1973) adaptado en el laboratorio (Gonzélez y cols.,
2011). Este procedimiento consiste en canular la vena umbilical, repletar el lumen venoso
con solucion de colagenasa tipo Il (Clostridium histolyticum, 0.2 mg/ml) preparado en
medio 199 (M199). Las venas umbilicales fueron incubadas por 15 minutos a 37°C. Luego
de completado el periodo de digestion con colagenasa, la suspension celular fue
centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos y el pellet resultante fue resuspendido en M199
suplementado con 3.2 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina/streptomicina, 10% de suero
bovino fetal y 10% de suero de recién nacido (medio de cultivo primario, PCM). La
suspension celular fue transferida a placas de cultivo celular cuya superficie (60 mm?) fue
cubierta con gelatina al 1%. Las células fueon mantenidas en un ambiente humidificado a
37°C con una atmdsfera de 5% CO, equilibrado con aire. EIl PCM fue reemplazado
completamente cada 48 horas hasta lograr 100% de confluencia (i.e., monocapa

endotelial).

4.1.3 Condiciones experimentales

Una vez que las células en pasaje 1 alcanzaron 100% de confluencia (monocapa)
fueron traspasadas a placas de experimentacién (pasaje 2). Al alcanzar ~90% de
confluencia fueron deprivadas de suero pre-incubandolas por 12 horas en M199. Luego, las
celulas fueron expuestas a insulina (1 nM, 8 horas), NECA (N-etilcarboxamidoadenosina;
agonista inespecifico de receptores de adenosina, 1000 nM), CPA (N-ciclopentiladenosina;

agonista especifico para receptores de adenosina tipo A;, 30 nM), CGS-21680 (3-[4-[2-[[6-
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amino-9-[(2R,3R,4S,5S)-5-(etilcarbamoil)-3,4-dihidroxi-oxolan-2-il]purin-2-ilJamino]etil]
fenil]acido propanoico; agonista especifico para receptores de adenosina tipo Aza, 30 NM),
2CI-1IB-MECA (1-[2-Cloro-6-[[(3-iodofenil)metilJamino]-9H-purin-9-il]-1-deoxi-N-metil-
B-D-ribofuranuronamido; agonista especifico para receptores de adenosina tipo Az, 30
nM), DPCPX (8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina; antagonista selectivo para receptores de
adenosina tipo A;, 30 nM), ZM-241385 (4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol; antagonista especifico para receptores de adenosina
tipo Aza, 10 nM), MRS-1754 ([N-(4-cianofenil)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahidro-2,6-dioxo-1,3-
dipropil-1H-purin-8-il)-fenoxi]acetamida; antagonista selectivo para receptores de
adenosina tipo Azg, 30 nM) y/o MRS-1523 (3-propil-6-etil-5-[(etil-tio)carbonil]-2-fenil-4-
propil-3-piridina carboxilato; antagonista para receptores de adenosina tipo Az, 30 nM).
Para evaluar la activacion diferencial de IR-A e IR-B, cultivos primarios de
HUVEC fueron infectados con un vector adenoviral que contenia siRNA dirigido a cada
receptor para generar células knockdown para IR-A o IR-B (ver seccién Transduccion
adenoviral de HUVEC). A las 40 horas post-infecciéon las células seran expuestas a

insulina a las diferentes condiciones antes mencionadas.

414 Cuantificacion de proteinas

La metodologia utilizada fue el método de Bradford (Bradford, 1976)
fundamentado en el cambio de coloracién del azul brillante de Coomassie ante diferentes
concentraciones de proteina. La solucién comercial de Bradford (Bio-Rad Protein Assay)
sera diluida 1/5 (v/v) y sus alicuotas de 100 ul fueron transferidas a placas de 96 pocillos.
En funcion del tipo y estado de confluencia celular, fueron afadidos 5, 10 6 20 pl de

muestra de lisado proteico homogenizados por agitacion. Adicionalmente, se preparé una
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curva estandar con BSA conteniendo 0, 20, 30, 50, 80 y 100 ng/ml. A partir de esta curva
estandar los valores fueron interpolados con las absorbancias medidas a 595 nm de
longitud de onda para cada muestra en un espectrofotometro (Multiskan EX, Thermo

LabSystems).

4.2  Transporte de L-arginina

Monocapas confluentes de células endoteliales en pasaje 2 fueron cultivadas en
placas de 96 pocillos siendo usadas para realizar estos experimentos como se ha descrito
(Gonzalez y cols., 2011). El medio de cultivo fue removido y las células seran lavadas (x2)
con 200 pl por pocillo de solucién Krebs (131 mM NaCl, 5.6 mM KCI, 25 mM NaHCOs,
1 mM NaH,PQO4, 5 mM D-glucosa, 20 mM HEPES, 2.5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, pH 7.4).
Las células fueron expuestas a L-arginina 300 pM para ensayos de captacion y de 15 a
1000 pM para ensayos de transporte en mezcla con L-[*H]arginina (3 uCi/ml) por 1
minuto (velocidad inicial) a 37°C en solucién Krebs. Los ensayos fueron realizados en
presencia de D-[**C]manitol (0.05-0.4 pCi/ml) como marcador extracelular. La captacion
de L-arginina fue detenida removiendo el medio de captacion y lavando (x2) con solucion
Krebs a 4°C (Sobrevia y cols., 1995). Una vez finalizado los experimentos de transporte,
las células fueron digeridas con 1 N de acido férmico para realizar la determinacion de
proteinas. El digerido de células fue traspasado a tubos de pléstico y mezclados con liquido
de centelleo (2 ml) y etanol (96%, 3 ml).

Los parametros cinéticos del transporte de L-arginina (constante aparente de
Michaelis-Menten y velocidad maxima, K Y Vmax, respectivamente) fueron determinados
usando concentraciones crecientes de L-arginina no marcada con tritio. Los célculos para

el transporte mediado de L-arginina fueron realizados de acuerdo a la siguiente formula:
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Componente saturable = (captacién total) — (componente no saturable) (Ecuacion 1)

En la cual, la captacion total (CT) fue definida por:

T V maxe[Arg]
Km-+[Arg]

+(me[Arg]) (Ecuacion 2)
donde [Arg] fue la concentracion de L-arginina en el medio y (me[Arg]) fue el componente
no saturable (lineal) del transporte en el rango de concentraciones a usar en este estudio.

A partir de la representacion grafica de los datos de transporte total se calculd el
valor de la pendiente de la fase lineal correspondiente al componente no saturable de
transporte (m). Al restar el componente no saturable del transporte total, se obtuvieron los
datos de transporte saturable los cuales fueron representados por la ecuacion de Michaelis-

Menten sin el componente saturable:

(Vi >[ A7)
(K, +[Arg])

\% (Ecuacion 3)

donde v corresponde a la velocidad inicial del transporte a diferentes concentraciones de L-
arginina. El parametro cinético Vimax sera expresado como pmol/ug proteina/minuto y la Ky,
aparente como PUM. La capacidad de transporte de L-arginina fue estimada por la razon
Vmax/Km (Devés y Boyd, 1998; Mann y cols., 2003).

La contribucién relativa al transporte saturable de L-arginina de cada condicién

experimental comparada con la condicion control, en células normales y con diabetes
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gestacional, fue estimada a partir de los valores de Vima/Km de L-arginina (Escudero y

Sobrevia, 2008) mediante la siguiente expresion:

(Ecuacion 4)

donde “Vimax Y “Kim fueron los parametros cinéticos para el transporte de L-arginina en
células normales o con diabetes gestacional en ausencia de insulina y/o
agonistas/antagonistas de receptores de adenosina, i.e., control (C), “Vimax Y *Km fueron los
parametros cinéticos para el transporte de L-arginina en presencia de insulina y/o
agonistas/antagonistas de receptores de adenosina (X).

La contribucion relativa de CPA, CGS-21680, NECA, 2CI-IB-MECA, DPCPX,
ZM-241385, MRS1754 y/o MRS1523 al efecto de insulina sobre al transporte saturable de

L-arginina, fue estimada mediante:

CV .XK

Ins/ X F — max m

LY, (Ecuacion 5)
donde "™Vma € ™K, fueron los parametros cinéticos para el transporte de L-arginina en
presencia de insulina, “Vimax y *Km fueron los pardmetros cinéticos para el transporte de L-
arginina en presencia de insulina y NECA, CPA, CGS-21680, 2CI-IB-MECA, DPCPX,

ZM-241385, MRS1754 y/lo MRS1523.
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4.3  Expresion de hCAT-1y receptores de insulina
4.3.1 Western blots

Células confluentes en pasaje 2 cultivadas en M199 sin sueros fueron lavadas (2x)
con PBS (200 pul por pocillo, 37°C) y preincubadas en solucion Krebs en ausencia o en
presencia de insulina y/o NECA, CPA, CGS-21680, 2CI-IB-MECA, DPCPX, ZM-241385,
MRS1754 o MRS1523. La reaccion fue detenida lavando las células con PBS frio
conteniendo ortovanadato de sodio (200 mM). Las células fueron lisadas en buffer de lisis
[63.5 mM Tris/HCI (pH 6.8), 10% glicerol, 2% SDS, 1 mM ortovanadato de sodio, 1 mM
4-(2-aminoetil) benzenosulfonil fluoruro (AEBSF), 50 mg/ml leuptina, 5% 2-
mercaptoetanol]. Los lisados proteicos (70 pg) fueron separados por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 8% (SDS-PAGE) y transferidos a membranas de nitrocelulosa. Las
proteinas transferidas fueron bloqueadas por 12 horas en albimina de suero de bovino al
5% en solucion salina Tris Tween (TBST) (50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 0.02% v/v
Tween 20, 4°C, pH 7.4) y probadas con anticuerpo primario anti-hCAT-1 (dilucién 1/500),
anti-Spl (dilucion 1/500), y anti-B-actina (dilucion 1/5000) (Gonzélez y cols., 2011,
Westermeier y cols., 2011). Las membranas fueron lavadas (x6) en TBST e incubadas por
1 hora en 0.2% TBST/BSA conteniendo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con
HRP (dilucién 1/3000 en 0.2% TBST/BSA). Las bandas de proteinas fueron detectadas por

quimioluminiscencia aumentada.

4.3.2 Extraccion de RNA total y transcripcion reversa
El RNA total fue aislado utilizando isotiocianato de guanidina/fenol
(Chomczynski/Fenol). EI RNA fue cuantificado por espectrofotometria (Azs nm) y su

integridad fue evaluada por la relacién Axso/Azso Y la visualizacion en gel de agarosa (2%).
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Para la reaccion de transcripcion reversa se utilizaron alicuotas de 1 pug de RNA total,
usando oligo(dT)18, partidores aleatorios (random primers) y la enzima MMLV-RT
(Molones Murine Leukaemia Virus-Reverse Transcriptase, Promega) (Gonzalez y cols.,

2011; Westermeier y cols., 2011).

4.3.3 PCR no cuantitativo

Los cDNA fueron amplificados utilizando los partidores (0.5 uM) descritos en la
Tabla 4 en mezcla (20 pl) con dNTPs (0.2 mM de cada uno), Tag DNA polimerasa (2.5
Ui/, MgCl, (2 mM) y 5 6 10% del producto de transcripcion reversa como templado
(volumen final de 20 pl) (Gonzalez y cols., 2004; 2011). En todos los ensayos se realizé un
ciclo de incubacién a 95°C por 5-7 minutos, 30-40 ciclos que incluyen un paso de
denaturacion por 30 segundos a 95°C, alineamiento por 56°C (IR-A e IR-B), 57°C (hCAT-
1) 0 54°C (18S), y una extension a 72°C por 5-7 minutos. Las reacciones de PCR fueron
realizadas en un termociclador modelo I-Cycler de BioRad.

Los productos obtenidos luego de la reaccion de PCR fueron visualizados mediante
electroforesis en geles de agarosa (1-2%) en solucién tampén Tris-borato-EDTA,
conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Los productos de amplificacion fueron
observados por medio de la exposicion del gel a luz UV en un transiluminador y la imagen
fue capturada mediante una cdmara NIKON (USA). Las imagenes fueron digitalizadas y
analizadas mediante el programa Scion Image Beta 4.02 (Scion Corporation, USA). Los
resultados fueron expuestos como la razon entre cada una de las muestras y su

correspondiente control interno (18S).
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Tabla 4. Secuencias de oligonucle6tidos para PCR no cuantitativo y cuantitativo

Partidor Secuencia

hCAT-1 sentido 5’-GAGTTAGATCCAGCAGACCA-3
hCAT-1 antisentido 5’-TGTTCACAATTAGCCCAGAG-3’
18S sentido 5’-TCAAGAACGAAAGTCGGAGG-3’
18S antisentido 5’-GGACATCTAAGGGCATCACA-3’
28S sentido 5’-TTGAAAATCCGGGGGAGAG-3’
28S antisentido 5’-ACATTGTTCCAACATGCCAG-3’

hCAT-1, Transportador de aminoacidos catiénicos tipo 1; 18S, subunidad ribosomal 18S;
28S, subunidad ribosomal 28S.
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4.3.4 PCR cuantitativo (real time)

Los ensayos de PCR cuantitativo serdn realizados por PCR de tiempo real
utilizando un sistema termociclador rapido LightCyclerTM (Roche Diagnostics, Lewes,
U.K.) (Gonzalez y cols., 2004; 2011; Westermeier y cols., 2011). La reaccion sera
realizada en un volumen de 10 pl utilizando los partidores (0.5 uM) descritos en la Tabla 4
en mezcla con dNTPs (0.2 mM de cada uno), Taq DNA polimerasa (2.5 Ul/l) y solucion
tampdn de reaccion entregada en la mezcla QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
(QIAGEN, Crawley, U.K.). Todos los ensayos incluiran un paso de denaturacién a 95°C
por 15 segundos, seguido por 20 segundos de alineamiento a 56°C (IR-A e IR-B), 54°C
(hCAT-1), 6 52°C (28S) y una extensidn final a 72°C por tiempos variables dependiendo
del tamafio del producto (10-30 segundos).

La deteccion del producto fluorescente fue realizada al final de cada ciclo luego de
un paso adicional de 3 segundos a 3°C bajo la temperatura de ‘melting’ del producto (Tm).
La especificidad de los productos fueron confirmadas por electroforesis en gel de agarosa
(1.5 % v/v) y por el analisis de las curvas de melting (Gonzalez y cols., 2004; 2011,
Westermeier y cols., 2011).

Para preparar los estandares para el PCR tiempo real, los productos de hCAT-1, IR-
A, IR-B y 28S fueron separados por electroforesis en geles de agarosa (1.8% v/v) y
visualizados por tincién con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Los productos fueron
secuenciados utilizando el kit BigDye Terminador v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) y el secuenciador automatico de DNA ABI Prism 3730 (Applied
Biosystems/Hitachi). Cada producto fue removido desde el gel, purificado por
centrifugacion en columnas usando el kit de extraccion desde gel Qiaquick (Qiagen,

Crawley, U.K.) y cuantificado por densitometria utilizando como referencia el marcador de
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peso molecular Hpall digerido de pBluescript 1l 1 (SK+). Los estdndares fueron
preparados por diluciones seriadas de cada producto de PCR en tRNA para obtener
concentraciones desde 10" a 10° copias por cada 2 pl. La expresion génica fue cuantificada
usando una muestra de 2 pl de cDNA de HUVEC diluido 10 veces. Todos los ensayos
incluyeron blancos de tRNA o de RNA de HUVEC ademas de las muestras de cDNA de

HUVEC y los estandares.

4.4  Promotor SLC7Aly knockdown de receptores de insulina
4.4.1 Clonamiento de una region del promotor de SLC7A1

El constructo de la region promotora de SLC7A1 se encuentra disponible en el
laboratorio (Gonzélez y cols., 2011). Brevemente, a partir del DNA gendmico proveniente
de células HUVEC la regién promotora (i.e., region rio arriba del inicio de la
transcripcion) de SLC7AL, fue clonado en el vector reportero pGL3 (Promega) dejando
acoplado el gen reportero luciferasa a un segmento de DNA correspondiente a un
fragmento del promotor del gen de interés para estudiar su actividad transcripcional
(Gonzélez y cols., 2011a). Luego, dos regiones del promotor fueron amplificadas los
cuales abarcan +142 pb del exdn 1 hasta -650 pb y -1606 pb rio arriba del inicio de la
transcripcion, respectivamente. Posteriormente fueron clonados en el sistema plasmidial
pCR®-Blunt 1I-TOPO®. Cada reaccion de ligacion fue introducida en bacterias
competentes mediante el proceso de transformacion. Posteriormente, aquellos clones
conteniendo el vector plasmidial fueron seleccionados y purificados. Los fragmentos de
DNA del promotor fueron liberados desde el vector de clonamiento utilizando las enzimas
de restriccion Mlul y Ncol. La digestion de los plasmidos entreg6 los productos esperados

de 1748 y 792 pb, ademas del vector vacio. Este mismo protocolo fue realizado para
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linealizar el vector pGL3-Basic. Los productos de digestion correspondientes al promotor
de SLC7A1l fueron aislados desde el gel de agarosa y subclonados individualmente
mediante reaccién de ligacion en el vector pGL3-Basic linealizado, rio arriba del gen
luciferasa firefly. Los vectores reporteros asi construidos (pGL3-hCAT1®® y pGL3-
hCAT1%%) fueron comprobados por digestién enzimatica y secuenciacién (Gonzalez y

cols., 2011a).

4.4.2 Transfeccion transitoria y medicion de la actividad de luciferasa

La medicion de la expresion de los genes reporteros luciferasa firefly (bajo el
control del promotor de SLC7A1) y luciferasa renilla (bajo el control del promotor de
Timidina Quinasa [TK] del virus Herpes simplex) fueron realizados en una alicuota de un
mismo lisado de células co-transfectadas con ambos plasmidos (pGL3-hCAT1 y pRL-TK).
Luego de 48 horas de transfectar por electroporacion (300 V, 700 pF, 5-6 milisegundos)
(Farias y cols., 2010; Gonzalez y cols., 2011a; Westermeier y cols., 2011) la actividad de
los genes reporteros fue medida por luminosidad de luciferasas renilla y firefly, usando
sustratos especificos para cada una de estas enzimas (Dual-luciferase™ Reporter Assay
System, Promega). La actividad transcripcional de cada construccion del promotor de
SLC7A1 fue determinada mediante la relacion entre la actividad de luciferasa firefly y la
actividad luciferasa renilla, razon denominada actividad luciferasa relativa, lo que permitio
controlar el efecto de la eficiencia de la transfeccion. Para esto, se elimin6 del medio de
cultivo las células transfectadas, las cuales fueron entonces lavadas con 1 ml de PBS frio
(x2) y finalmente lisadas mediante la adicién de 100 pl de una solucion de lisis (Pasive
Lisis Buffer, Promega) y agitacion fuerte por 15 minutos (100-150 rpm, temperatura

ambiente). El lisado celular fue transferido a un tubo de experimentacion y mantenido en
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hielo 0 a -20°C hasta el ensayo. Cada ensayo fue realizado en duplicado con 6 pl de lisado
celular y 15 pl de cada sustrato (para luciferasa renilla y firefly). Las lecturas fueron
realizadas en un luminémetro (Sirius, Berthold Detection System) registrandose las
unidades relativas de luminiscencia (URL) luego de 5 segundos de medicién (Farias y

cols., 2010; Gonzalez y cols., 2011; Westermeier y cols., 2011).

4.4.3 Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP)

Cultivos primarios de HUVEC fueron fijados en 1% de paraformaldehido (PFA, 10
min, 22°C) con el objetivo de estabilizar los nucleosomas mediante entrecruzamiento
reversible entre las proteinas nucleares y el DNA, para proceder con el protocolo de ChIP
como ha sido descrito (Farias y cols., 2010; Gonzalez y cols., 2011). Luego se elimino el
PFA y se detuvo la reaccién con 1 ml de solucién 125 uM de glicina en PBS (5 min, 22°C)
y dos lavados adicionales con PBS (5 min, 22°C). Se agregé 1 ml de PBS y las células
fueron recolectadas por arrastre, transferidas a un tubo de experimentacion y centrifugadas
a 3000 rpm por 3 minutos a 4°C. El pellet celular fue resuspendido en buffer de lisis
celular (5 mM HEPES pH 8.0, 85 mM KCI, 0.5% Triton X-100), incubando (20 min, 4°C)
y centrifugando posteriormente (3000 rpm, 3 min, 4°C). Luego, se eliminé el sobrenadante
y el pellet fue resuspendido en buffer de lisis nuclear (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM
EDTA, 1% SDS) conteniendo inhibidores de proteasas (1 M leupetina, 1 uM pepstanina
A, 200 puM PMSF), incubado por 20 minutos a 4°C. La suspension de nucleos lisados fue
sometido a sonicacion (80%, 30 pulsos de 10 segundos, 4°C, Micro Ultrasonic Cell
Disrupter, KONTES) para fragmentar la cromatina y los desechos celulares fueron
removidos por centrifugacion (14000 rpm, 20 min, 4°C). La efectividad de la

fragmentacion de cromatina fue evaluada por visualizacion de una alicuota de
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sobrenadante en un gel de agarosa al 1%, siendo lo 6ptimo la obtencion de fragmentos de
~500-1000 pb. Una alicuota adicional del sobrenadante se guardé a 4°C para usarla como
control (Input).

El resto del sobrenadante de la etapa anterior fue incubado en agitacion suave (1
hora, 4°C) con esferas de proteina G-agarosa previamente lavadas (10 min, 4°C, por 3
veces) con 1 ml de buffer de dilucién ChlIP (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM
EDTA, 16.7 mM Tris-HCI pH 8.0, 167 mM NacCl, y la mezcla de inhibidores de proteasas)
e incubadas (4°C, 12 horas) con 20 pl de DNA de espermio de salmon (ssDNA, 10
mg/ml). Luego se incubaron con 100 pl de esta reaccion (cromatina pre-clareada) con 2 g
de anticuerpo primario correspondiente al ensayo a realizar (anti-Sp1, anti-NF«kB)) y los
inmunocomplejos fueron separados con esferas de proteina G-agarosa pretratadas con BSA
3% y ssDNA. Las esferas fueron recolectadas por centrifugacion y lavadas
secuencialmente con las siguientes soluciones: (1) buffer con bajo contenido de sales
(0.1% SDS, 1% Tritoén X-100, 2 mM de EDTA, 20 mM Tris-HCI pH8.0 y 150 mM NaCl),
(2) Buffer con alto contenido de sales (0.1% SDS, 1% de Tritén X-100, 2 mM de EDTA,
20 mM Tris-HCI pH 8.0 y 500 mM de NacCl), (3) buffer con LiCl (0.25 mM LiCl, 1%
Nonidet P-40, 1% de deoxicolato de sodio, 1 mM EDTA y 10 mM Tris-HCI pH 8.0), y (4)
buffer TE (1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris-HCI). ElI complejo inmunoprecipitado fue
eluido con 150 pl de una solucion de 1% SDS y 0.1 mM de NaHCOs, incubando por 15
minutos a 22°C, y posteriormente centrifugando a méaxima velocidad (3000 rpm, 2 min,
22°C). Para revertir el entrecruzamiento del paraformaldehido se incubaron las muestras a
65°C por 14 horas (overnight) en 330 mM NaCl seguido por una precipitacion con una
solucién de isopropanol/glicogeno. Las muestras fueron incubadas (1 hora, 65°C) en un

buffer de poteinasa K (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM EDTA, 1.25% SDS, 10 pug
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proteinasa K) y el DNA fue purificado usando una solucién fenol/cloroformo (1:1 v/v),
precipitado con isopropanol/glicégeno y luego tratada con RNAsa A (10 pg/ml, 1 hora,
37°C). Alicuotas de 1 ul (dilucion 1:10) de DNA (Input y precipitado) fueron usados para
los ensayos de PCR. Las condiciones para la amplificacion (30 ciclos) fue 95°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Los partidores para la zona de
consenso del promotor entre -177 a +105 desde el inicio de la transcripcion de SCL7A1
son: promotor hCAT-1 sentido 5’-ATTGGTGCCCGGTGA-3’ y promotor hCAT-1
antisentitido 5’-GGTTCCGGCGCCAGGTTTCAT-3’ (producto esperado de 249 pb)

(Gonzélez y cols., 2011a).

4.4.4  Silenciamiento génico de IR-A e IR-B

En este estudio se utiliz6 el sistema adenoviral comercial pSilencer Adeno 1.0-
CMV System (Ambion, USA) para la generacién de secuencias de siRNA para IR-A e IR-
B, incorporadas en vectores adenovirales generando adenovirus portador de siRNA contra

IR-A (Ad-silR-A), IR-B (Ad-silR-B) (Farias y cols, 2006; Salomén y cols., 2012).

4.45 Generacion de los plasmidos pShuttle-silR-Ay B

Se han disefiado un set de oligonucledtidos complementarios (silR-A-S: 5'-
TCGAGCGTCCCCAGAAAAACCTCTTTCAAGAGAAGAGGTTTTTCTGGGGACGA
AA-3 siIR-A-AS:5-CTAGTTTCGTCCCCAGAAAAACCTCTTCTCTTGAAAGAGGT
TTTTCTGGGGACGC-3",  silR-B-S:5"TCGAGTTCGTCCCCAGGCCATCTCTTCAA
GAGAGAGATGGCCTGGGGACGAAAAA-3", silR-B-AS:  5'CTAGTTTTTCGTC
CCCAGGCCATCTCTCTCTTGAAGAGATGGCCTGGGGACGAAC-3) en el

laboratorio que codifican para una secuencia de RNA con estructura de horquilla (SIRNA



48

hairpin) dirigida contra el mMRNA de los receptores de insulina (IR-A o IR-B) humana. La
secuencia blanco en el mRNA del receptor de insulina fue seleccionada segun los criterios
descritos en la pagina www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sirna.htmL. Como estrategia
para clonar estos 6ligonucledtidos en el vector pShuttle1.0-CMV, éstos fueron sintetizados
cuidando que al hibridar se genere la secuencia tedrica que resultaria de la digestion
enzimatica con Xhol y Spel. Estos éligonucleétidos fueron alineados y clonados en el
vector pShuttle mediante reaccion de ligacién, siguiendo las instrucciones del fabricante.
El producto de ligacion fue amplificado por transformacion de bacterias JM-109
competentes y los clones transformantes portadores del constructo plasmidial pShuttle-
eNOS silR-A o silR-B fueron confirmados por restriccion enzimatica y secuenciacion
(Salomon y cols., 2012).

Para controlar el efecto de la infeccion adenoviral se utilizo el vector pShuttle de
control negativo [pShuttle-Control (-)]. Este corresponde a un vector pShuttle
recombinante provisto en el kit comercial, cuya secuencia insertada en el sitio de
multiclonamiento corresponde a una secuencia de SiRNA “azarosa” (scramble) con un
efecto nulo en células humanas y murinas. Este vector se utilizé para la generacion del

adenovirus control negativo [Ad-Control(-)].

4.4.6 Recombinacién homologa en células HEK293

La recombinacion homologa se llevdo a cabo en células HEK293 segun las
indicaciones del fabricante (Ambion). Alicuotas (15 ug) de los plasmidos pShuttle-silR-A
y IRB, pShuttle-Control (-) y el esqueleto adenoviral LacZ (4 pg) fueron linearizados
mediante digestion con la enzima de restriccion Pacl. Los productos de digestion fueron

transfectados en células HEK293 (placas de 60 mm de didmetro, 60% de confluencia)
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mediante la técnica de fosfato célcico. Para esto, las células fueron incubadas (4 horas) con
una mezcla de ambas reacciones de restriccion en presencia del tampoén salino HEPES
(HBS, del inglés HEPES buffered saline) y 125 mM CaCl,. Los complejos formados entre
el DNA vy el fosfato célcico precipitan sobre las células y permiten la entrada de los
vectores linearizados. Luego de un cambio de medio que extrae el exceso de precipitados,
las células fueron incubadas por un tiempo variable (1-2 semanas) hasta la aparicion de
focos de lisis, adicionando medio de cultivo fresco cada 2-3 dias a partir de la primera

semana, permitiendo generar los adenovirus.

4.4.7 Cosecha de adenovirus

Una vez alcanzado ~60% de desprendimiento espontaneo de la capa celular (por el
efecto citopatico de la produccion viral en las células), se realizé el proceso de cosecha
viral. Las células transfectadas fueron colectadas por arrastre utilizando el propio medio de
cultivo y centrifugadas a 1500 rpm, por 5 minutos, a 22°C). El pellet celular (reserva viral
de mayor titulo) fue resuspendido en PBS y vuelto a centrifugar en las mismas
condiciones. Luego, el pellet fue sera resuspendido en 1 ml de solucion tampén 10 mM
Tris-HCI (pH 8.1) y lisado mediante 3 ciclos sucesivos de congelacion y descongelacion
(incubacion en N, liquido, seguido de incubacion a 37°C). La muestra fue centrifugada a
3500 rpm, por 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante fue rescatado como fraccion de virus
recombinante de alto titulo. Con estas alicuotas se realizd las primeras evaluaciones de la

capacidad infectiva y funcional de los adenovirus generados.
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4.4.8 Transduccion adenoviral de HUVEC

HUVEC fueron cultivadas hasta alcanzar ~70% de confluencia e infectadas con
diluciones seriadas de los constructos adenovirales en medio M199. Para evaluar la
eficiencia de la infeccion, se utilizé la reaccion de PB-galactosidasa (LacZ), marcador
enzimatico cuyo gen se encuentra en la secuencia del esqueleto adenoviral. Las células
(sembradas en placas de 24 posillos) fueron incubadas (12 horas) en presencia del virus
Ad-silR-A, AdsilR-B, y Ad-Control (-). La inhibicién de la expresion de IR-A e IR-B fue
evaluada por PCR y western blots dentro de las 48 horas siguientes a la transduccion

(Salomon y cols., 2012; Westermeier y cols., 2013).

4.5  Estimacion del tamafio muestral

Para el célculo del tamafio muestral se utilizd la férmula de comparacion de las
medias (Fernandez, 1996) para determinar el nimero de muestras a ser incluidas por
grupo. Se utilizaron los niveles de insulina previamente publicados en muestras de sangre

de corddn umbilical de embarazos con diabetes gestacional (Lindsay y cols., 2007). Asi:

g2 2(Za +O|Z§B)2 eS? (Ecuacion 6)

Dénde:

n = sujetos de estudio

Zo. = valor de Z correspondiente al riesgo deseado para test unilateral (1.645)
7B = valor de Z correspondiente al poder estadistico del 90% (1.2820)

S? = varianza del grupo control (0.0016)

d? = valor minimo de la diferencia que se desea detectar (0.00238)
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Asi,

N 2(1.645+1.2820)” «0.0016
- 0.002382

n=774
De esta manera, se debio incluir al menos 8 muestras por grupo de embarazos
normales y de diabetes gestacional por andlisis para determinar diferencias en relacion a

los niveles de insulina.

4.6  Andlisis de datos

La variacion estadistica de los promedios fue estimada usando la distribucidn
normal y representada por el error estandar (S.E.M.). Al comparar dos valores se
establecieron los limites de confianza, comparando los percentiles mediante el uso de la
distribucion t de Student (dos colas) y el test de Mann-Whitney. La comparacion de mas de
dos grupos experimentales fueron realizados con el analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias y seguido de comparaciones post hoc con el test de Bonferroni. Los datos fueron
analizados usando los programas Enzfitter v2.0 (Elsevier, Biosoft) y graficados mediante
el programa Graphpad Prism v5.0d. Debido a que este ultimo programa no permite el
ingreso de datos que usen una coma como separador de decimales y con el fin de dar
mayor claridad en el texto, los valores numéricos se presentaron con un punto como
separador de fracciones decimales. Las diferencias con un valor de P<0.05 fueron

consideradas estadisticamente significativas.
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5. RESULTADOS
5.1  Caracteristicas clinicas de las embarazadas y los recien nacidos

En este estudio se utilizo un total de 63 muestras de cordones umbilicales humanos,
de los cuales 35 provenian de embarazos normales (Normal) y 28 de embarazos
diagnosticados con diabetes gestacional (todas las caracteristicas clinicas de las
embarazadas y de los recién nacidos se resumen en la Tabla 5). Las embarazadas
correspondientes al grupo con DG mostraron un mayor nivel de glicemia a las 2 horas de
ingesta de 75 gramos de glucosa (test de tolerancia a la glucosa), asi como un nivel elevado
de hemoglobina glicosilada. Ademas, se encontré un aumento en la concentracion de
insulina en pacientes diagnosticados con diabetes gestacional respecto a pacientes que
cursaron su embarazo sin patologias asociadas (Normal). En concordancia con esto, se
encontré que las embarazadas con diabetes gestacional presentan un mayor HOMA-IR y
funcion de la célula B, y menor HOMA-IS con repecto a las embarazadas sin patologia.
Los recién nacidos provenientes de embarazos con diabetes gestacional mostraron un
mayor indice ponderal por un mayor peso al nacer comparados con los recién nacidos
provenientes de embarazos normales. Es importante destacar que los nifios provenientes de
embarazos con diabetes gestacional mostraron mayores niveles de insulina en sangre
obtenida desde el corddén umbilical. En relacion con esto, los recién nacido mostraron un
mayor HOMA-IR y un menor HOMA-IS. No se observo diferencias significativas en los
pardmetros determinados en ambos grupos de estudio tanto en la madre (edad, estatura,
peso, IMC, presion arterial sistolica, glicemia basal) como es el recién nacido (sexo, edad

gestacional, estatura y glucosa en vena umbilical).
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de las madres y recién nacidos

Variables Normal (n=35) DG (n = 28)

Variables maternas

Edad (afios) 28 £ 0.64 (18-38) 31+ 0.59 (18-38)
Estatura (cm) 159 £ 1.5 (147-177) 159 + 0.9 (147-185)
Peso (Kg) 68 £ 2.0 (54-92) 64 + 1.4 (45-86)
IMC (Kg/cm?) 26 £ 0.23 (22-29) 25 £ 0.37 (19-29)
Presion sistélica (mmHQ) 107 £7.0 (103-107) 112 £6.0 (105-113)
Hemaoglobina glicosilada (% del total) 4.0+0.34 (3.2-5.1) 57*+0.1(5.3-6.2)
Glicemia basal (mg/dl) 82 +0.92 (67-95) 83 +1.1(67-114)
TTGO (mg/dl)

Glicemia basal 88 + 0.1 (69-97) 95+ 1.9 (87-112)
Glicemia post carga de glucosa (2 horas) 98 + 1.2 (65-114) 164* + 2.5 (140-239)
Insulina plasmatica (LU/ml) 5.2+0.13 (4.9-5.6) 7.8%+0.7 (5.9-11.6)
HOMA-IR 1.1+0.04 (0.8-1.3) 1.8*+0.1(1.0-3.2)
HOMA-IS (%) 88 +3.0(77.1-125.2) 54.6* +2.5 (31.2-78.6)
Funcion de la célula B (%) 80+2.8(73.4-85.3)  91.7*+3.1(70.0-99)

Variables del recién nacido

Sexo (femenino/masculino) 20/15 13 /15

Edad gestacional (semanas) 38 + 0.34 (37-40) 38 +0.21 (37-40)

Peso al nacer (gramos) 3192 + 44 4353* £ 51
(2580-3970) (3800-5100)

Estatura (cm) 49 * 3.6 (36-54) 49 £ 4.1 (43-55)

indice ponderal (gramos/cm?®) 2.5+0.03 (2.0-3.3) 3.7 +£0.06 (3.1-5.7)

Glucosa en vena umbilical (mmol/L) 3.6+0.4(2.9-4.3) 4.5+ 0.6 (4.2-4.9)

Insulina en vena umbilical (pU/mL) 6.1+£0.7 (5.5-7.9) 11.6* +0.6 (8.9-13.1)

HOMA-IR 0.98+0.11 (0.7-1.5) 2.32* +0.39 (1.6-2.8)

HOMA-IS (%) 102 £ 22 (85-110) 43* +7.75 (30-60)

La glicemia materna fue evaluada en condiciones basales (ayuno de 12 horas) y 2 horas
después de una carga oral de 75 gramos de glucosa en embarazadas normales (Normal) o
con diagndstico de diabetes gestacional (DG), como se describe en los métodos. Lo valores
son promedio + SEM (rango), excepto para hemoglobina glicosilada donde corresponden
al promedio = DS (rango). Las pacientes diagnosticadas con DG fueron tratadas con dieta
consistente en la administracion de 30 a 35 calorias/kilo (peso corporal ideal) con un
minimo de 1800 calorias y entre 180-200 gramos de hidratos de carbono al dia. IMC,
indice de masa corporal; HOMA-IR, homeostasis model assessment for insulin resistance;
HOMA-IS, homeostasis model assessment for insulin sensitivity (ver métodos). *P<0.05
versus embarazos normales.
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5.2  Efecto de la diabetes gestacional sobre el transporte de L-arginina

En HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional la captacion de L-
arginina (300 uM) fue mayor comparada con HUVEC normales (Figura 3). Al evaluar el
transporte total de L-arginina en todo rango de concentraciones para este aminoacido usado
en este estudio fue mayor en HUVEC con diabetes gestacional respecto a HUVEC
normales (Figura 4A). El transporte total de L-arginina exhibié un componente lineal con
una pendiente (Kp) de 20 + 2 (10°) y 28 + 3 (10®) (pmol/ug proteinas/minuto)/pM) en
células normales y con diabetes gestacional, respectivamente. La representacion de los
datos de transporte es una grafica de Eadie-Hofstee muestra que los valores se ajustan a
una curva de decaimiento exponencial (participacién de al menos dos sistemas de
transporte) (Figura 4C).

El transporte de L-arginina en todo rango de concentraciones para este estudio fue
mayor en diabetes gestacional respecto a HUVEC normales ajustado a una curva de
Michaelis-Menten sin el componente lineal mostrando una cinética saturable vy
significativamente mayor en diabetes gestacional con respecto a HUVEC normales (Figura
4B), lo que se reflejo en una disminucién de la Vimax Sin cambios significativos en el valor
de la K, aparente en ambos grupos experimentales (Tabla 6). La representacion de los
datos de transporte en una grafica de Eadie-Hofstee muestra que los valores se ajustan a
una regresion lineal (participacion de un sistema de transporte) (Figura 4D). Al analizar las
capacidades de transporte (Vmax/Km) Se observé que el transporte en diabetes gestacional
fue mayor comparado con células normales. Al estimar la contribucion relativa entre
ambos grupos se observd que en diabetes gestacional el transporte de L-arginina aumentd

en ~3 veces con respecto a HUVEC normales (Tabla 6).
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(pmol/pg proteina/minuto)
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Captacion total de L-arginina

gestacional

Figura 3. Diabetes gestacional aumenta la captacion de L-arginina en HUVEC.
Células provenientes de embarazos normales (Normal) y con diabetes gestacional
(Diabetes gestacional) fueron incubadas con 300 uM de L-arginina (3 uCi/mL L-
[*H]arginina, 37°C, 1 minuto). La radioactividad asociada a las células fue
determinada como se describe en los métodos. Los valores corresponden al
promedio = S.E.M., n=12. *P<0.05 con respecto a Normal.
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Figura 4. Diabetes gestacional aumenta el transporte total y saturable de L-arginina
en HUVEC. El transporte de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes
de embarazos normales (©) o con diabetes gestacional (e). Las células fueron
incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina,
37°C, 1 minuto) como se describen en los métodos. (A) Los datos del transporte de
L-arginina total fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten mas un
componente lineal. (B) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron
ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (C-D)
Transformacién de Eadie-Hofstee para los datos en A y B, respectivamente. Los
valores corresponden al promedio = S.E.M., n=12.



Tabla 6. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en HUVEC.

Transporte de L-arginina

Vmax Km Vmax/Km
(pmol/ug (LM) (pmol/ug 1/°%F Ko
protefna/minuto) proteina/minuto/(LM)) (10° uM™)

Normal

Control 1.0+£0.1 79 = 46 0.012 £ 0.003 1.0+£0.2 202

Insulina 2.3+0.1* 93+ 22 0.024 + 0.006* 2.0 £0.5* 25+ 3
Diabetes gestacional

Control 43+0.3* 120 £ 31 0.035+0.011* 2.9 £0.9* 28 £3

Insulina 2.2+05" 172 £ 40 0.012 + 0.005" 1.0+ 0.4 31+3

Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales (Normal) y con diabetes gestacional (Diabetes
gestacional) en ausencia y presencia de insulina. Vmax, velocidad maxima. Ky, constante de Michaelis-Menten. Vma/Kn
capacidad maxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes
condiciones con respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad méaxima de transporte
(Vmax/Km); 1/P°CXF, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con
respecto a células HUVEC controles provenientes de embarazos con diabetes gestacional sin insulina sobre la capacidad
maxima de transporte (Vmax/Km). Kp, corresponde al transporte de L-arginina lineal no saturable. *P<0.05 con respecto a su
control normal sin insulina. $P<0.05 con respecto al control normal con insulina. Valores corresponden a promedio *

S.E.M. (n=5-12).

LS
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5.3  Efecto de insulina sobre el transporte de L-arginina

Insulina aumentd la captacion de L-arginina (300 uM) en HUVEC normales, sin
embargo, en DG revertid parcialmente el efecto de diabetes gestacional (Figura 5). Estos
efectos también fueron observados en todo el rango de concentraciones de L-arginina
(Figura 6A). La representacion de los datos de transporte en una gréfica de Eadie-Hofstee
muestra que los valores se ajustan a una curva de decaimiento exponencial (participacién
de al menos dos sistemas de transporte) (Figura 6C). Los datos que fueron ajustados a una
curva saturable de Michaelis-Menten (Figura 6B), mostrarén que insulina aumenta la Viax
en HUVEC normales, y una disminuye la Vi en DG sin cambios en la K, aparente para
ambos grupos (Tabla 6). La transformacién de Eadie-Hofstee mostr6 que los datos se
ajustan a una regresion lineal (Figura 6D). Al analizar las eficiencias relativas se observo
que el transporte en HUVEC con DG en presencia de insulina fue recuperado a valores de
HUVEC normales, mientras que en células normales, insulina aumentd al doble la

eficiencia relativa del transporte de L-arginina (Tabla 6).

5.4  Efecto de diabetes gestacional e insulina sobre la abundancia de la proteina
hCAT-1en HUVEC.

Diabetes gestacional (DG) se asocié con un aumento en la abundancia relativa de la
proteina hCAT-1 respecto a células provenientes de embarazos normales (Figura 7A). La
incubacion de DG con insulina causé una disminucion de la abundancia de la proteina
hCAT-1 alcanzando valores cercanos a los observados en HUVEC normales en ausencia
de insulina. Sin embargo, en HUVEC normales expuestas a esta hormona la abundancia de
esta proteina aumentd respecto al valor observado en estas células en ausencia de insulina

(Figura 7A).
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Figura 5. Insulina revierte el aumento de la captaciéon de L-arginina en HUVEC de
diabetes gestacional. Células provenientes de embarazos normales (barra blanca)
y con diabetes gestacional (barra negra) fueron incubadas con 300 UM de L-
arginina (3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de
insulina (1 nM, 8 horas). La radioactividad asociada a las células fue determinada
como se describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M.,
n=12. *P<0.05 con respecto a Normal. TP<0.05 con respecto a diabetes gestacional
sin insulina.
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Figura 6. Insulina revierte el aumento del transporte total y saturable de L-arginina
en HUVEC de diabetes gestacional. El transporte de L-arginina fue determinado
en HUVEC provenientes de embarazos normales (o,0) 0 con diabetes gestacional
(e.m). Las celulas fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3
uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (o,®) y presencia (o,m) de
insulina (1 nM, 8 horas) como se describen en los métodos. (A) Los datos del
transporte de L-arginina total fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten
mas un componente lineal. (B) Los datos del transporte de L-arginina saturable
fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (C-D)
Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A y B, respectivamente. Los
valores corresponden al promedio + S.E.M., n=12.
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Figura 7. Insulina revierte el aumento de la abundancia de proteina y los niveles de
MRNA para hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. (A) La abundancia de
proteina para hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de embarazos
normales (N, barras blancas) y de diabetes gestacional (DG, barras negras)
mediante westerrn-blot en ausencia (Control) y presencia (Insulina) de insulina. Se
utilizaron anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-B-actina (1:2500), como se
describe en los métodos. Los westernblots en A provienen de la misma membrana.
(B) NUmero de copias del mMRNA para hCAT-1 fue determinada en HUVEC
provenientes de embarazos normales (N) y de diabetes gestacional (DG) mediante
RT-PCR en tiempo real, en ausencia (Control) y presencia (Insulina) de insulina.
Se utilizaron oligonucle6tidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se describeen
los métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6. *P<0.05 con
respecto a Control en células N. 1P<0.05 con respecto a Control en células DG.
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55  Efecto de diabetes gestacional e insulina sobre los niveles de mMRNA para
hCAT-1en HUVEC.

Diabetes gestacional se asocié con un aumento en el nimero de copias del MRNA
que codifica para hCAT-1 respecto a células provenientes de embarazos normales (Figura
7B). Sin embargo, la incubacion de HUVEC provenientes de embarazos de DG con
insulina, causé una disminucion en el mMRNA de hCAT-1, alcanzando valores cercanos a
los observados en HUVEC normales en ausencia de insulina. En HUVEC normales
expuestas a esta hormona aumenta el mMRNA de hCAT-1 respecto al valor observado en

estas células en ausencia de insulina (Figura 7B).

5.6  Efecto de diabetes gestacional e insulina sobre la actividad transcripcional del

promotor de SLC7A1

Con el propésito de evaluar si los cambios de expresion se correlacionan con la
actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 se procedio a transfectar dos fragmentos
del promotor de hCAT-1 (-1606 y -650 pb) en HUVEC normales y provenientes de
embarazos con DG, en presencia y ausencia de insulina. Los resultados muestran que en
DG existe una mayor actividad transcripcional en ambos fragmentos, y que insulina
revierte el efecto de diabetes gestacional a valores observados en HUVEC normales en
ausencia de insulina. Mientras que en HUVEC normales en presencia de insulina aumenta

la actividad transcripcional en ambos fragmentos (Figura 8)
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Figura 8. Insulina revierte el aumento de la actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 en HUVEC de diabetes
gestacional. Células provenientes de embarazos normales (barras blancas y grises) o con diabetes gestacional (barras negras
y grises achuradas) fueron transfectadas con 2 fragmentos del promotor de SLC7A1 (pGL3-hCAT-1"%% y pGL3-hCAT-1°%)
insertados rio arriba de reportero de luciferasa firefly (luc). La actividad luciferasa relativa (razén entre la actividad de
luciferasa firefly/luciferasa renilla), fue determinada en lisado celular (48 post infeccién) en ausencia (barras blancas y
negras) y presencia (barras grises y grises achuradas) de insulina (1 nM, 8 horas). Las células fueron ademas transfectadas
con los vectores pGL3-SV40 (virus simiano 40) y el vector pGL3-Basic (sin promotor) como controles positivos y negativos,
respectivamente, como se describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=10. *P<0.05 con
respecto a su control (barra blanca) para cada constructo. $P<0.05 con respecto a células DG (barras negras).

€9



64

5.7  Efecto de diabetes gestacional sobre la expresion de las isoformas A y B del
receptor de insulina en HUVEC.
La expresion del mRNA de IR-A fue mayor en HUVEC provenientes de embarazos
con diabetes gestacional (DG) con respecto a células normales, sin cambios significativos
en la expresion de IR-B en ambos tipos celulares. La razon IR-A/IR-B fue mayor en DG

respecto a células normales (Figura 9).

5.8  Silenciamiento de IR-A e IR-B en HUVEC

Con el proposito de evaluar la participacion de IR-A e IR-B en los efectos
mediados por insulina HUVEC, se generaron adenovirus partidores de siRNA contra estas
isoformas en el laboratorio (Westermeier y cols., 2013; Salomon et al., 2012). Mediante
ensayos de RT-PCR en tiempo real fue posible determinar en HUVEC normales que la
infeccion (100 MOI (multiplicity of infection)) en forma independiente de Ad-IR-A y Ad-
IR-B caus6 una disminucion de la expresion del mRNA de IR-A (ICsp= ~24 MOI, Figura
10A) e IR-B (ICs;= ~ 10 MOI, Figura 10B), respectivamente. Ensayos en paralelo
demostraron la especificidad de los adenovirus generados, confirmando que la infeccion
con Ad-IR-A no afectd la expresiéon de IR-B (Figura 11A) y a su vez la infeccion con Ad-

IR-B no modifico significativamente la expresion de IR-A (Figura 11B).

5.9  Efecto de insulina sobre la expresion de las isoformas A y B del receptor de
insulina en HUVEC.
Insulina restableci6 la expresion de IR-A en HUVEC provenientes de DG al nivel
observado en células normales restableciendo también la razén IR-A/IR-B; sin embargo,

no modifico la expresion de IR-B en ninguno de los grupos (Figura 12).
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Figura 9. Diabetes gestacional se asocia con aumento en los niveles de mRNA para
IR-A. El nimero de copias del mRNA de las isoformas A (IR-A) y B (IR-B) del
receptor de insulina humano fue determinado en en células provenientes de
embarazos normales (barras blancas) o con diabetes gestacional (barras negras)
mediante RT-PCR en tiempo real. Se utilizaron oligonucle6tidos especificos para
IR-A, IR-B y 28S, como se describe en los métodos. Los valores corresponden al
promedio =+ S.E.M., n=6. P<0.05 con respecto a su control normal.
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Figura 10. Silenciamiento de las isoformas A y B del receptor de insulina mediante
siRNA en HUVEC. El nimero de copias del mRNA de las isoformas A (IR-A) y
B (IR-B) del receptor de insulina humano fue determinado en células HUVEC
normales mediante RT-PCR en tiempo real en ausencia o presencia de adenovirus
portadores del siRNA contra IR-A (Ad-IR-A), IR-B (Ad-IR-B), y control (Ad-
Control). Control sin infeccion se representa en la barra gris. Se utilizaron
oligonucledtidos especificos para IR-A, IR-B y 28S, como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M, n=6. *P<0.05 con
respecto a su correspondiente Ad-Control.
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Figura 11. Silenciamiento especifico de las isoformas A y B del receptor de insulina
mediante siRNA en HUVEC. El nimero de copias del mMRNA de las isoformas A
(IR-A) y B (IR-B) del receptor de insulina humano fueron determinados en células
HUVEC normales (barras blancas) y DG (barras negras) mediante RT-PCR en
tiempo real en ausencia (-) o presencia (+) de adenovirus portadores del siRNA
contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), e IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI). Se utilizaron
oligonucleotidos especificos para IR-A, IR-B y 28S, como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M, n=6. En A,*P<0.05 con
respecto a las células transfectadas con el Ad-IR-A. ¥P<0.05 con respecto a las
células transfectadas con Ad-IR-A y al control en ausencia de adenovirus. En B,
*P<0.05 con respecto a las células transfectadas con el Ad-IR-B. P<0.05 con
respecto a las células transfectadas con Ad-IR-B.
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Figura 12. Insulina revierte el aumento de los niveles de mRNA para IR-A en
HUVEC de diabetes gestacional. EI nidmero de copias del mRNA de las
isoformas A (IR-A) y B (IR-B) del receptor de insulina humano fue determinado en
en células provenientes de embarazos normales (barras blancas) o con diabetes
gestacional (barras negras) mediante RT-PCR en tiempo real en ausencia (-) 0
presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas). En barras grises se muestran las
relaciones entre IR-A e IR-B en ausencia y presencia de insulina. Se utilizaron
oligonucledtidos especificos para IR-A, IR-B y 28S, como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=6. *P<0.05 con
respecto a HUVEC en presencia de insulina y HUVEC normales en ausencia y
presencia de insulina.
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5.10 Participacion de IR-A e IR-B en la captacion de L-arginina en HUVEC.

Para evaluar la participacion de IR-A e IR-B en la captacion de L-arginina en
HUVEC normales y HUVEC de diabetes gestacional, ambos tipos celulares fueron
transducidos con Ad-IR-A y Ad-IR-B. Como se observo previamente insulina aumentd la
captacién de L-arginina en HUVEC normales; sin embargo, este efecto fue bloqueado al
transducir estas células con Ad-IR-A y/o Ad-IR-B (Figura 13). Mientras que el aumento de
la captacién de L-arginina en HUVEC con diabetes gestacional que fue bloqueado por

insulina fue recuperado sélo en células transducidas con Ad-IR-A (Figura 13).

5.11 Participacion de IR-A e IR-B en el transporte de L-arginina en HUVEC.

Como se indico, en células HUVEC normales insulina aumento la Vimax Y la razén
Vmax/Km del transporte de L-arginina con respecto a las células en ausencia de esta
hormona (ver Figura 6). Sin embargo, en células transducidas con Ad-IR-A y/o Ad-IR-B,
el efecto de insulina fue blogueado en estos parametros (Figura 14A, Tabla 7). En HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional, insulina disminuyé la Vimax Yy la razon
Vmax/Km del transporte de L-arginina con respecto a las células en ausencia de esta
hormona (ver Figura 6). Este efecto de insulina fue bloqueado sélo en células transducidas
con el Ad-IR-A, sin observarse cambios en células transducidas con Ad-IR-B (Figura
14C). EIl valor de Ky aparente no varid significativamente en ninguna condicidn

experimental en ambos tipos celulares (Tabla 7).
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Figura 13. Insulina requiere de IR-A para revertir el aumento de la captacion de L-
arginina en HUVEC de diabetes gestacional. Células provenientes de embarazos
normales (Normal, barras blancas) y con diabetes gestacional (DG, barras negras)
fueron incubadas con 300 uM de L-arginina (3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1
minuto) en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas) y/o adenovirus
portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI) o IR-B (Ad-IR-B, 100
MOI). La radioactividad asociada a las células fue determinada como se describe
en los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=5. *P<0.05 con
respecto a Normal transfectadas con Ad-Control en ausencia de insulina, Ad-IR-A
y/o IR-B en ausencia y presencia de insulina. ¥P<0.05 con respecto a DG
transfectadas con Ad-Control y con Ad-IR-B en presencia de insulina.
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Figura 14. Insulina requiere de IR-A para revertir el aumento del transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional.
El transporte de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de embarazos normales (A,C) o con diabetes gestacional
(B,D). Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[°H]arginina, 37°C, 1 minuto) en
ausencia y presencia de insulina (1 nM, 8 horas) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MQI) o IR-B
(Ad-IR-B, 100 MOI) como se describen en los métodos. (A) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a
una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal en células Normales. (B) Los datos del transporte de L-arginina
saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal en células provenientes de embarazos con
diabetes gestacional. (C-D) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A y B, respectivamente. Los valores
corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
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Tabla 7. Efecto del silenciamiento de las isoformas del receptor de insulina sobre los

parametros cinéticos del transporte de L-arginina saturable en HUVEC.

Transporte saturable de L-arginina

Vinax K Vinas/ K = 1/PCXE Ko (10°)
(pmol/ug proteina/ (UM) (pmol/ug (pmol/ug
minuto) proteina/minuto/ proteina/
(UM)) minuto/
(LM))
Normal
Sin insulina
Control 1.0+0.1 79 + 46 0.012 + 0.001 1.0+0.1 - 20+ 2
Ad-IR-A 09+0.1 81 +30 0.011 + 0.001 09+0.1 - 24 +3
Ad-IR-B 09+0.1 78 + 32 0.012 + 0.001 1.0+0.1 - 28+ 3
Ad-IR-A+ 1.0+0.1 76 + 46 0.013 + 0.001 1.1+0.1 - 29+3
Ad-IR-B
Con insulina
Control 2.3+0.1* 93 +22 0.024 + 0.006* 2.0+0.5* - 25+3
Ad-IR-A 0.9+0.1% 90 + 33 0.010 + 0.001+ 0.8+0.1% - 26+3
Ad-IR-B 0.9+0.1% 78 + 38 0.011 + 0.001+ 0.9+0.1% - 24 +2
Ad-IR-A+ 1.1+0.17 88 + 46 0.012 + 0.001+ 1.0+ 0.1+ - 22+72
Ad-IR-B
DG
Sin insulina
Control 4.3+0.3" 120 + 27 0.035 + 0.003* 2.9+0.2% 1.0+0.1 28+ 3
Ad-IR-A 39+ 0.7% 102 + 65 0.038 + 0.003* 3.1+0.3 1.1+0.1 25+ 3
Ad-IR-B 4.4+0.3" 127 + 27 0.034 + 0.003* 2.8+0.2% 1.0+0.1 30+3
Ad-IR-A+ 4.2 +0.3* 115 + 27 0.036 + 0.004* 3.0+0.3 1.0+0.1 28+3
Ad-IR-B
Con insulina
Control 2.2+ 0.5 172 + 40 0.012 + 0.001* 1.0+0.1% 0.3+0.1¢ 31+3
Ad-IR-A 4.1+0.2% 185 + 38 0.022 + 0.001* 1.8+0.2* 0.6+0.1 27+3
Ad-IR-B 2.2+0.2¢ 187 + 49 0.011 + 0.001* 0.9+0.1¢ 0.3+0.1¢ 33+4
Ad-IR-A+ 4.3+ 0.4 115+ 21 0.037 + 0.003* 3.1+0.3 1.1+0.1 28+3
Ad-IR-B

Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales (Normal) y con diabetes gestacional (DG) en
presencia o ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), y/o adenovirus portadores de sirRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI) o
IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI) como se describen en los métodos. V., velocidad maxima. K., constante de Michaelis-Menten.
Vinax/Km, capacidad maxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las

diferentes condiciones con

respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad méxima de

transporte (Vima/Kn); 1/°%*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con
respecto a células HUVEC controles provenientes de embarazos con diabetes gestacional sin insulina sobre la capacidad
méaxima de transporte (Vmax/Km). Kp, corresponde al transporte de L-arginina lineal no saturable. *P<0.05 con respecto a su
control normal sin insulina. TP<0.05 con respecto al control normal con insulina. #P<0.05 con respecto a su control normal sin
y con insulina. *P<0.05 con respecto a su control DG sin insulina. Valores corresponden a promedio + S.E.M. (n=6-12).
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5.12 Participacion de IR-A e IR-B en la abundancia de proteina para hCAT-1 en

HUVEC.

Como se comento anteriormente, en HUVEC normales insulina aument6é la
abundancia relativa de la proteina hCAT-1 (ver Figura 7A). El efecto de insulina sobre la
abundancia de proteina de hCAT-1 fue bloqueado en células knock-down para las
isoformas A (IR-A) y/o B (IR-B) del receptor de insulina (Figura 15A). Sin embargo, en
HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, el efecto de insulina se
asocioé con un aumento en la abundancia relativa de la proteina hCAT-1, efecto que fue
bloqueado por insulina (ver Figura 7A). El efecto de insulina observado en estas células
fue blogueado sélo en las células knock-down para la isoforma A del receptor de insulina

(IR-A) (Figura 15B).

5.13 Participacion de IR-A e IR-B en los niveles de mRNA para hCAT-1 en

HUVEC.

Como se observo previamente, insulina aument6 el nimero de copias del mRNA
para hCAT-1en células normales (ver Figura 7B); sin embargo fue bloqueado al transducir
estas células con adenovirus que contenian el siRNA para ambas isoformas (A y B) del
receptor de insulina (IR-A e IR-B) (Figura 16A). Por otro lado, en HUVEC provenientes
de embarazos con diabetes gestacional, donde estas células se asociaron con un aumento en
el nimero de copias del mRNA, insulina caus6 una disminucion en el mMRNA de hCAT-1,
alcanzando valores cercanos a los observados en HUVEC normales en ausencia de insulina
(ver Figura 7B). De manera interesante, el efecto de insulina solo fue bloqueado en
presencia de adenovirus que contenian el siRNA para la isoforma A del receptor de

insulina (IR-A).
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Figura 15. Insulina requiere de IR-A para revertir el aumento de la abundancia de proteina para hCAT-1 en HUVEC de
diabetes gestacional. La abundancia de proteina para hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de embarazos
normales (A) y de diabetes gestacional (B) mediante westerrn-blot en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas)
y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI). Se utilizaron anticuerpos
anti-hCAT-1 (1:250) y anti-p-actina (1:2500), como se describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio +
S.E.M,, n=6. En A, *P<0.05 con respecto al resto de condiciones. En B, *P<0.05 con respecto a control normal (barra gris),
células DG transfectadas con Ad-Control y Ad-1R-B en presencia de insulina.
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Figura 16. Insulina requiere de IR-A para revertir el aumento de los niveles de
MRNA para hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. Numero de copias del
mRNA para hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de embarazos
normales (A) y de diabetes gestacional (B) mediante RT-PCR en tiempo real, en
ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas) y/o adenovirus portadores
de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI). Se
utilizaron oligonucleotidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se describeen los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6. En A, *P<0.05 con
respecto al resto de las condiciones. En B, *P<0.05 con respecto a control normal
en A, y células DG transfectadas con Ad-control y Ad-IR-B en presencia de
insulina.
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5.14 Participacion de IR-A e IR-B sobre la actividad transcripcional del promotor
de SLC7Al1 en HUVEC.

Con el propdsito de evaluar si los cambios de expresion se correlacionan con la
actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 se procedio a transfectar dos fragmentos
del promotor de hCAT-1 (-1606 y -650 pb) en HUVEC normales y provenientes de
embarazos con diabetes gestacional, en presencia y ausencia de insulina, y/o adenovirus
portadores de siRNA contra IR-A y/o IR-B. Los resultados muestran que insulina aumenta
la actividad transcripcional de SLC7A1 en ambos fragmentos, los cuales son bloqueados en
presencia de los adenovirus para IR-A y/o IR-B (Fig 17A). Mientras que en diabetes
gestacional existe una mayor actividad transcripcional en ambos fragmentos, e insulina
revierte el efecto de diabetes gestacional a valores observados en HUVEC normales en
ausencia de insulina. Sin embargo, este efecto solo fue bloqueado en presencia de
adenovirus para IR-A en ambos fragmentos (Figura 17B). De manera interesante, HUVEC
provenientes de diabetes gestacional poseen una mayor actividad transcripcional que

HUVEC normales en ambos fragmentos (Figuras 17C y 17D).
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Figura 17 continta en la siguiente pagina
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Figura 17. Insulina requiere de IR-A para revertir el aumento de la actividad
transcripcional del promotor de SLC7A1. Células provenientes de embarazos
normales (A) o con diabetes gestacional (B) fueron transfectadas con 2 fragmentos
del promotor de SLC7A1l (pGL3-hCAT-1"%® y pGL3-hCAT-1"°) insertados rio
arriba de reportero de luciferasa firefly (luc). La actividad luciferasa relativa (razon
entre la actividad de luciferasa firefly/luciferasa renilla), fue determinada en lisado
celular (48 post infeccion) en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8
horas) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o
IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI). Las celulas fueron ademas transfectadas con los
vectores pGL3-SV40 (virus simiano 40) y el vector pGL3-Basic (sin promotor)



80

como controles positivos y negativos, respectivamente, como se describe en los
métodos. C y D corresponden al porcentaje (%) de la actividad luciferasa para
células normales (barras blancas) y con diabetes gestacional (barras negras) con
respecto al control en el fragmento de -1606 y -650 pb, respectivamente, de
acuerdo a los valores obtenidos en A 'y B,. Los valores corresponden al promedio
S.E.M., n=10. En A, *P<0.05 con respecto al resto de las condiciones. En B,
*P<0.05 con respecto a Control en A, y respecto a células en presencia de insulina
en control y Ad-IR-B. En C y D, *P<0.05 con respecto a Ad-Control, Ad-IR-A, y/o
Ad-IR-B en células normales sin insulina; Ad-IR-A y/o Ad-IR-B en células
normales con insulina; Ad-Control y Ad-IR-B en células con diabetes gestacional
con insulina. 1P<0.05 con respecto a células normales con Ad-Control en
presencia de insulina.
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5.15 Efecto de la activacion e inhibicion de los receptores de adenosina sobre la
captacion de L-arginina en HUVEC.

En HUVEC provenientes de embarazos normales la activacion e inhibicion por
agonistas y antagonistas de receptores adenosina de A; (CPA, DPCPX), Aza (CGS-21680,
ZM-241385), Az (NECA, MRS1754) y A; (2-Cl-IB-MECA, MRS1523), no mostraron
cambios sobre la captacion de L-arginina (Figura 18A). Sin embargo, estas células
aumentan la captacién de L-arginina al ser incubadas con insulina, este efecto fue
bloqueado al incubar estas células con ZM-241385 (antagonista de receptores de adenosina
Ayp) en ausencia y presencia de CGS-21680 (agonista de receptores de adenosina Aza)
(Figura 18B). Por otro lado, células HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional muestran una mayor captacion de L-arginina con respecto a células normales.
El efecto de diabetes gestacional s6lo fue blogueada parcialmente al usar ZM-241385 en
ausencia y presencia de CGS-21680 (Figura 19A). Pero si estas células son incubadas en
presencia de insulina, la captacion de L-arginina vuelve a valores observados en células
normales en ausencia de insulina. Este efecto de insulina fue bloqueado al utilizar un
antagonista de receptores de adenosina A; (DPCPX) en ausencia y presencia de un
agonista para este receptor (CPA). Ademas, el efecto de insulina también fue bloqueado
por el agonista del receptor de adenosina Aza (CGS-21680), pero revertido en presencia

del antagonista de este receptor (ZM-241385) (Figura 19B).
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Figura 18. Insulina requiere de la actividad de receptores de adenosina A, para
aumentar la captacion de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos
normales. Células provenientes de embarazos normales fueron incubadas con 300
UM de L-arginina (3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A) y
presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas (CPA, CGS-21680, NECA, 2-
Cl-IB-MECA) y antagonistas (DPCPX, ZM-241385, MRS1754, MRS1523) de
receptores de adenosina A;, Asa, Az Y As, respectivamente. La radioactividad
asociada a las células fue determinada como se describe en los métodos. Los
valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12. En B, *P<0.05 con respecto a
todos los valores observados en A, y a las células incubadas con insulina en
presencia de ZM-241385.
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Figura 19. Insulina requiere de la actividad de receptores de adenosina A; para
revertir el aumento de la captacién de L-arginina en HUVEC de diabetes
gestacional. Células provenientes de embarazos con diabetes gestacional fueron
incubadas con 300 pM de L-arginina (3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto)
en ausencia (A) y presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas (CPA, CGS-
21680, NECA, 2-Cl-IB-MECA) y antagonistas (DPCPX, ZM-241385, MRS1754,
MRS1523) de receptores de adenosina A1, Aza, Azg Y As, respectivamente. En A'y
B, la barra gris corresponde a las células normales en ausencia de insulina. La
radioactividad asociada a las células fue determinada como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12. En A, *P<0.05
con respecto al resto de los valores observados en A. P<0.05 con respecto al resto
de los valores, excepto células normales. En B, *P<0.05 con respecto al resto de los
valores observados en B. ¥P<0.05 con respecto al resto de los valores, excepto
celulas normales.
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5.16 Efecto de la activacion e inhibicion de los receptores de adenosina sobre el
transporte de L-arginina en HUVEC.

En HUVEC provenientes de embarazos normales la activacion e inhibicion por
agonistas y antagonistas de receptores adenosina de A; (CPA, DPCPX), Aza (CGS-21680, ZM-
241385), Az (NECA, MRS1754) y As (2-CI-IB-MECA, MRS1523), no mostraron cambios
sobre 1a Vinax, Km Y 12 Vimax/Kmy del transporte saturable de L-arginina (Figura 20A, Tabla 8). La
transformacion de Eadie-Hofstee de estos datos mostré que se ajustan a una regresién lineal
(Figura 20B). Sin embargo, estas células aumentan la Vimax, Y 12 Vmax/Kn en el transporte
saturable de L-arginina al ser incubadas con insulina, este efecto fue blogueado al incubar estas
células con un antagonista de receptores de adenosina A,a (ZM-241385) en ausencia y
presencia de un agonista de receptores de adenosina Aza (CGS-21680) (Figura 21A, Tabla 8).
La transformacion de Eadie-Hofstee de estos datos mostré que se ajustan a una regresion lineal
(Figura 21B). Por otro lado, células HUVEC provenientes de embarazos con Diabetes
gestacional muestran un mayor transporte de L-arginina con respecto a células normales. El
efecto de diabetes gestacional s6lo fue blogueada parcialmente al usar ZM-241385 en ausencia
y presencia de CGS-21680 (Figura 22A, Tabla 9). La transformacion de Eadie-Hofstee de estos
datos mostrd que se ajustan a una regresion lineal (Figura 22B). Pero si estas células son
incubadas en presencia de insulina, la captacion de L-arginina vuelve a valores observados en
células normales en ausencia de insulina. Este efecto de insulina fue bloqueado al utilizar un
antagonista de receptores de adenosina A; (DPCPX) en ausencia y presencia de un agonista
para este receptor (CPA). Ademas, el efecto de insulina también fue bloqueado por el agonista
del receptor de adenosina Aza (CGS-21680), pero revertido en presencia del antagonista de este
receptor (ZM-241385) (Figura 23A, Tabla 9). La transformacion de Eadie-Hofstee de estos

datos mostrd que se ajustan a una regresion lineal (Figura 23B).



Tabla 8. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina por activacion de receptores de adenosina en HUVEC

provenientes de embarazos normales.

Transporte de L-arginina

Vimax K Vinax/ K 1/¥F 1/MXE
(pmol/pg (HM) (pmol/pg
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))

Sin insulina

Control 1.0+0.1 79 + 46 0.012 + 0.008 1.0+0.6
ZM-241385 1.0+0.1 99 + 33 0.010 + 0.004 0.8+0.3
DPCPX 1.0+0.1 77 40 0.012 + 0.004 1.0+0.6
MRS-1754 1.2+0.1 71+ 16 0.017 + 0.009 1.4+0.7
MRS-1523 1.1+0.1 67 + 21 0.016 + 0.008 1.3+0.6
CGS-21680 1.1+0.2 128 + 15 0.008 + 0.002 0.7+0.2
CPA 1.2+0.1 103 +21 0.011 + 0.003 0.9+0.2
NECA 1.5+0.1 79 +21 0.018 + 0.005 15+0.4
2CI-IB-MECA 1.0+0.1 62 + 23 0.016 + 0.007 1.3+0.6
ZM-241385

CGS-21680 1.0+0.1 90 + 33 0.011 + 0.001 0.9+0.1
[C)E’XPX 1.1+0.1 75 + 40 0.014 + 0.001 1.2+0.1
'\N’E&”S“ 1.0+0.1 70 £ 16 0.014 + 0.001 12+01
MRS-1523

CIIB-MECA 1.3+0.1 69 + 21 0.018 + 0.008 15+0.6

La tabla continta en la proxima pagina.

1



Continuacion

Vinax Km Vinax/Km 1/°%F 1/
(pmol/ug (LM) (pmol/ug
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
HUVEC normales
Con insulina
Control 23+0.1* 93+ 22 0.024 + 0.006* 20+£05* 10£0.3
ZM-241385 09+04 95+ 59 0.010 £ 0.001 08+£0.1 04=+0.1F
DPCPX 22 +0.1* 88 + 20 0.025 + 0.008* 21+06* 10£0.3
MRS-1754 2.3+£0.2* 110 + 29 0.021 + 0.007* 1.8+0.6* 09+0.3
MRS-1523 22 +0.1* 88 + 18 0.025 + 0.005* 21+04* 10£0.2
CGS-21680 29+0.1* 137+ 20 0.021 + 0.003* 18+0.2* 0901
CPA 2.7+£0.1* 104 + 21 0.025 + 0.003* 21+02* 10£0.1
NECA 1.7+0.1* 95+21 0.017 + 0.004* 1.4+0.3 0.7£0.1
2CI-1B-MECA 25+0.1* 84 +12 0.029 + 0.004* 24+03* 12+0.2
ZM-241385
CGS-21680 09+0.2 95+ 59 0.009 + 0.001 08+0.1 04+0.17
gg'(‘iPX 2.2+0.1* 80+ 20 0.027 + 0.002* 23+02* 11+0.1
MRS-1754 - * *
NECA 2.3+0.2 113+ 29 0.020 £ 0.002 1.7+£0.2 08£0.1
MRS-1523
2CI-1B-MECA 2.3+£0.3* 89+ 18 0.025 + 0.003* 21+03* 10£0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales en presencia o ausencia de insulina
(1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina como se describen en los métodos. Vmax,
velocidad maxima. Kp, constante de Michaelis-Menten. Vima/Km, capacidad méxima de transporte. 1/°*F,
corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a
células HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad méaxima de transporte (Vinad/Km); 1/™*F,
corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a
células HUVEC controles provenientes de embarazos normales con insulina sobre la capacidad maxima de
transporte (Vmax/Km). ZM-241385, antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo A,a; DPCPX, antagonista de
RA tipo A1; MRS-1754, antagonista de RA tipo Ass; MRS-1523, antagonista de RA tipo As; CGS-21680,
agonista de RA tipo A,a; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA tipo Azg; 2CI-IB-MECA,
agonista de RA tipo As. *P<0.05 con respecto HUVEC sin insulina. 1P<0.05 con respecto a Control en
HUVEC normales con insulina.
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Figura 20. El transporte de L-arginina no se altera por activacion de receptores de

adenosina en HUVEC provenientes de embarazos normales. EIl transporte
saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de embarazos
normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3
uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas
(CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-1IB-MECA 50 nM, 8 horas) y/o
antagonistas (DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30
nM) de receptores de adenosina A; Axa, A Y As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A) Los datos del transporte de L-arginina saturable
fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B)
Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A. Los valores corresponden al
promedio = S.E.M., n=6-12.
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Figura 21. Insulina requiere de la actividad de receptores de adenosina Az4 para
aumentar el transporte saturable de L-arginina en HUVEC normales. El
transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de
embarazos normales en presencia de insulina (1 nM, 8 horas). Las células fueron
incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina,
37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (CPA 30 nM, CGS-21680 30
nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas) y/o antagonistas (DPCPX 30
nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) de receptores de
adenosina A; Aza, Azs Y As, respectivamente, como se describen en los métodos.
(A) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una
ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B) Transformacion de
Eadie-Hofstee para los datos en A. Los valores corresponden al promedio + S.E.M.,
n=6-12.
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Figura 22. Diabetes gestacional aumenta el transporte de L-arginina de una
manera dependiente de receptores de adenosina A2za. El transporte saturable
de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 puM,
3 UCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas
(CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas) y/o
antagonistas (DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30
nM) de receptores de adenosina A; Aza, Azs Y As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A) Los datos del transporte de L-arginina saturable
fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B)
Transformacién de Eadie-Hofstee para los datos en A. Los valores corresponden al
promedio = S.E.M., n=6-12.
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Figura 23. Insulina revierte el aumento del transporte de L-arginina en HUVEC
de diabetes gestacional de una manera dependiente de receptores de
adenosina A1. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional en presencia de insulina (1 nM,
8 horas). Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3
uCi/mL L-[*HJarginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas
(CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas) y/o
antagonistas (DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30
nM) de receptores de adenosina Ai Aza, Azg Y As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A) Los datos del transporte de L-arginina saturable
fueron ajustados a una ecuacién de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B)
Transformacién de Eadie-Hofstee para los datos en A. Los valores corresponden al
promedio + S.E.M,, n=6-12.



Tabla 9. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina por activacion de receptores de adenosina en HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional.

Transporte saturable de L-arginina

VmaX VmaX/Km
(pmol/ugproteina Km (pmol/ug proteina/ 1/°%F /"% 1/6PXE /DX
/minuto) (UM) minuto/(1uM))

Sin insulina

Normal 1.0+0.1 79 + 46 0.012 £ 0.008 1.0£0.6 - 0.3+0.2 -
Control 4.3+ 0.3*F 120+ 31 0.035+0.011* 29+09* - 1.0+0.3* -
ZM-241385 2.1+0.5* 135+ 42 0.015 £ 0.008 1.3+0.7 - 04+0.2 -
DPCPX 4.2+ 0.3*F 125+ 25 0.033 + 0.008* 28+0.7* - 09+0.2* -
MRS1754 4.1+0.3*%F 120 + 34 0.034 £ 0.003* 2.8+0.2* - 1.0+0.1* -
MRS1523 4.2+ 0.3*F 135+ 43 0.031 + 0.003* 2.6 £0.3* - 09+0.1* -
CGS-21680 4.0+ 0.3* 150 £ 35 0.026 £ 0.002* 2.2+0.2* - 0.7+£0.1* -
CPA 4.3+ 0.3*F 143 + 33 0.030 + 0.003* 25+0.3* - 09+0.1* -
NECA 4.3+ 0.3*F 134 £ 34 0.032 £ 0.003* 2.7+0.3* - 09+0.1* -
2Cl-IB-MECA 4.1+ 0.3*7 142 + 53 0.028 + 0.003* 2.3+0.2* - 09+0.1* -
ZM-241385 . i
CGS-21680 20x0.2 135+ 42 0.014 £ 0.001 1.2+0.1 - 04+01

gglfpx 41+03%  125+25 0.033 + 0.003* 28+0.3* i 0.9+0.1% -
MESANM 43+03% 120434 0.035 + 0.004* 29+03* i 1.0+0.1* -
MRS-1523 . . ) ] . i
2Cl-IB-MECA 4.0+ 0.3*7 135+ 43 0.029 £ 0.003 24+0.2 0.8+0.1

La tabla continda en la proxima pagina.
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Continuacion

Vmax Km Vmax/Km 1/C/XF 1/|I"IS/XF 1/GD/XF 1/GD-|FIS/XF
(pmol/pg (HM) (pmol/pg
protein/minute) protein/minute/(uUM))

HUVEC con diabetes gestacional
Con insulina
Control 2.2+0.5%% 172 £ 40 0.012 +0.005% 1.0+0.4% - 03+0.1f 1004
ZM-241385 1.9+ 0.4*%% 163+ 95 0.011 +0.009% 09+0.7% - 03+0.1f 0901
DPCPX 4.4 +0.3* 162 + 46 0.027 + 0.008* 2.3+0.6* - 08+£0.1* 23+0.2#
MRS1754 3.0£03*%F 17372 0.017+ 0.002% 1.4+0.2% - 05+0.1% 1.4+0.1
MRS1523 2.3+0.2%} 163 £ 53 0.014 £ 0.001% 1.2+0.1% - 04+£01f 1201
CGS-21680 4.1+0.3% 134 + 31 0.031 + 0.003* 25+0.2* - 09+01* 26+0.2#
CPA 2.24+0.4%% 156 + 35 0.013+0.001% 1.1+0.1% - 04+£01f 1101
NECA 2.2+ 0.2%% 142 + 35 0.015 + 0.0023 1.3+0.1% - 05+0.1% 1.3%0.1
2CI-1B-MECA 2.3+0.2%% 162 + 34 0.014 £ 0.001% 1.2+0.1% - 04+£01f 1201
ZM-241385
CGS-21680 1.8+0.4%; 163 £ 95 0.011+0.001% 09+0.1% - 03+£0.1f 09%0.1
2P 45403  162+46 0.028 + 0.003* 23+02* i 08+01* 23+0.2#
N 20403* 173472 0.018+0.002} 15+ 0.2} - 05%£01f 15201
MRS-1523
2CI-1IB-MECA 2.3+0.2%} 163 £ 53 0.014 £ 0.001% 1.2+0.2% - 04+£01f 12%0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional (DG) en presencia o ausencia de insulina (1
nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina como se describen en los métodos. Vimax, Velocidad méaxima. K,
constante de Michaelis-Menten. Vma/Km, capacidad maxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de
L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad méaxima de
transporte (Vmax/Km); 1/°°F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con
respecto a celulas HUVEC controles provenientes de embarazos con diabetes gestacional sin insulina sobre la capacidad méxima de
transporte. 1/°¢"XE corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a
células HUVEC controles provenientes de embarazos con diabetes gestacional con insulina sobre la capacidad méaxima de transporte.
ZM-241385, antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo A,a; DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA
tipo Azs; MRS-1523, antagonista de RA tipo As; CGS-21680, agonista de RA tipo Aa; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista
de RA tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As. *P<0.05 con respecto a control Normal. +P<0.05 con respecto a HUVEC con
DG sin insulina en presencia de ZM-241385. £P<0.05 con respecto a HUVEC con DG en presencia de insulina y de DPCPX. #P<0.05
con respecto al resto de los valores en 1/°P'™XF.
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5.17 Participacion de IR-A e IR-B en el efecto de la activacion e inhibicion de los
receptores de adenosina sobre la captacion de L-arginina en HUVEC.

Como se mostré anteriormente, en HUVEC provenientes de embarazos normales
no cambiaron la captacion de L-arginina en presencia de agonistas y/o antagonistas de
receptores de adenosina (ver Figura 18A). Estas captaciones de L-arginina no fueron
modificadas en presencia de siRNA para las isoformas de los receptores de insulina A (IR-
A) y B (IR-B) (Figuras 24A, 25A, 26A 'y 27A).

De manera interesante, insulina aumenta la captacion de L-arginina en HUVEC
normales, efecto que sélo fue blogueado al incubar estas células con ZM-241385
(antagonista de receptores de adenosina Aa) (ver Figura 18B). El efecto de ZM-241385 no
fue modificado en células knock-down para IR-A e IR-B (Figura 25B).

Los agonistas de los receptores de adenosina A, Azg Y Az no generan cambios en la
captacién de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales en presencia de
insulina (ver Figura 18A). Al realizar los mismos ensayos en células knock-down para IR-
A e IR-B, no se observaron cambios (Figuras 24B, 26B y 27B).

Por otro lado, células HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional
muestran una mayor captacion de L-arginina con respecto a células normales. El efecto de
diabetes gestacional sélo fue bloqueado parcialmente al usar ZM-241385 (ver Figura 19A).
Este efecto observado en estas células por este antagonista no fue modificado en presencia
de los siRNA para IR-A e IR-B (Figura 29A).

El efecto de diabetes gestacional sobre la captacion de L-arginina no fue
modificado por los receptores de adenosina A;, Ags Y Az (ver Figura 19A), el cual no fue

alterado en presencia de los siRNA para IR-A e IR-B (Figuras 28A, 30A y 31A).
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Figura 24. Insulina requiere de IR-A e IR-B, pero no de receptores de adenosina A;
para aumentar la captacion de L-arginina en HUVEC normales. Células
provenientes de embarazos normales fueron incubadas con 300 uM de L-arginina
(3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A) y presencia (B) de
insulina (1 nM, 8 horas), agonista (CPA,30 nM, 8 horas), y antagonista (DPCPX,
30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina A; en células knock-down para las
isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B (Ad-IR-B). La radioactividad
asociada a las células fue determinada como se describe en los métodos. Los
valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12. *P<0.05 con respecto a todos
los valores observados en A, y a las células incubadas con insulina en presencia de
Ad-IR-A y/o Ad-IR-B.
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Figura 25. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y de receptores de adenosina A, para

aumentar la captacion de L-arginina en HUVEC normales. Células
provenientes de embarazos normales fueron incubadas con 300 puM de L-arginina
(3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A) y presencia (B) de
insulina (1 nM, 8 horas), agonista (CGS-21680, 30 nM, 8 horas), y antagonista
(ZM-241385, 10 nM, 8 horas) del receptor de adenosina Aza en células knock-
down para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B (Ad-IR-B). La
radioactividad asociada a las células fue determinada como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12. *P<0.05 con
respecto a todos los valores observados en A, y a las células incubadas con insulina
en presencia de Ad-Control en presencia de ZM-241385, y en presencia de Ad-IR-
A y/o Ad-IR-B.
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Figura 26. Insulina requiere de IR-A e IR-B, pero no de receptores de adenosina Azg
para aumentar la captacion de L-arginina en HUVEC normales. Células
provenientes de embarazos normales fueron incubadas con 300 UM de L-arginina
(3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A) y presencia (B) de
insulina (1 nM, 8 horas), agonista (NECA, 1 uM, 8 horas), y antagonista (MRS-
1754, 30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina Azg en células knock-down para
las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B (Ad-IR-B). La
radioactividad asociada a las celulas fue determinada como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12. *P<0.05 con
respecto a todos los valores observados en A, y a las células incubadas con insulina
en presencia de Ad-IR-A y/o Ad-IR-B.
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Figura 27. Insulina requiere de IR-A e IR-B, pero no de receptores de adenosina As
para aumentar la captacion de L-arginina en HUVEC normales. Células
provenientes de embarazos normales fueron incubadas con 300 uM de L-arginina
(3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A) y presencia (B) de
insulina (1 nM, 8 horas), agonista (2-CI-IB-MECA, 30 nM, 8 horas), y antagonista
(MRS-1523, 30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina Az en celulas knock-down
para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B (Ad-IR-B). La
radioactividad asociada a las celulas fue determinada como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12. *P<0.05 con
respecto a todos los valores observados en A, y a las células incubadas con insulina
en presencia de Ad-IR-A y/o Ad-IR-B.
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Figura 28. Insulina requiere de IR-A 'y de receptores de adenosina A; para revertir el
aumento de la captacion de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional.
Células provenientes de embarazos con diabetes gestacional fueron incubadas con
300 pM de L-arginina (3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A)
y presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonista (CPA, 30 nM, 8 horas), y
antagonista (DPCPX, 30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina A; en células
knock-down para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B (Ad-IR-
B). La radioactividad asociada a las células fue determinada como se describe en
los métodos. Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=6-12. En A,
*P<0.05 con respecto a las células en presencia de Ad-IR-A y/o Ad-IR-B. En B,
*P<0.05 con respecto a células con Ad-IR-A, Ad-IR-B en presencia de DPCPX, y
Ad-IR-A+Ad-IR-B.
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Figura 29. Insulina requiere de IR-A y de receptores de adenosina Aa para revertir
el aumento de la captacion de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional.
Células provenientes de embarazos con diabetes gestacional fueron incubadas con
300 pM de L-arginina (3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A)
y presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonista (CGS-21680, 30 nM, 8 horas),
y antagonista (ZM-241385, 10 nM, 8 horas) del receptor de adenosina Aza en
células knock-down para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B
(Ad-IR-B). La radioactividad asociada a las celulas fue determinada como se
describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
En A, *P<0.05 con respecto & las células normales (Normal) y con diabetes
gestacional (DG) en presencia de Ad-IR-A y/o Ad-IR-B en presencia de ZM-
241385. En B, *P<0.05 con respecto a células normales (Normal) y con DG con
Ad-IR-A en ausencia y presencia de DPCPX, Ad-IR-B en presencia de ZM-
241385, y Ad-IR-A+Ad-IR-B en presencia de ZM-241385. 1P<0.05 con respecto a
Normal en ausencia y presencia de de CGS-21680 en ausencia de ZM-241385.
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Figura 30. Insulina requiere de IR-A y no de receptores de adenosina A,s para
revertir el aumento de la captacién de L-arginina en HUVEC de diabetes
gestacional. Células provenientes de embarazos con diabetes gestacional fueron
incubadas con 300 uM de L-arginina (3 puCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto)
en ausencia (A) y presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonista (NECA, 1
MM, 8 horas), y antagonista (MRS1754, 30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina
Agg en células knock-down para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A)
y B (Ad-IR-B). La radioactividad asociada a las células fue determinada como se
describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
En A, *P<0.05 con respecto al resto de los valores en presencia de Ad-Control, Ad-
IR-A y Ad-IR-B. En B, *P<0.05 con respecto a células normales (Normal) y con
DG con Ad-Control y Ad-IR-B.
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Figura 31. Insulina requiere de IR-A y no de receptores de adenosina A; para revertir
el aumento de la captacion de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional.
Células provenientes de embarazos con diabetes gestacional fueron incubadas con
300 pM de L-arginina (3 uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia (A)
y presencia (B) de insulina (1 nM, 8 horas), agonista (2-CI-IB-MECA, 30 nM, 8
horas), y antagonista (MRS-1523, 30 nM, 8 horas) del receptor de adenosina As en
células knock-down para las isoformas del receptor de insulina A (Ad-IR-A) y B
(Ad-IR-B). La radioactividad asociada a las células fue determinada como se
describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
En A, *P<0.05 con respecto al resto de los valores en presencia de Ad-Control, Ad-
IR-A y Ad-IR-B. En B, *P<0.05 con respecto a células normales (Normal) y con
DG con Ad-Control y Ad-IR-B.
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Cuando las HUVEC de diabetes gestacional son incubadas en presencia de insulina,
la captacion de L-arginina vuelve a valores observados en células normales en ausencia de
insulina. Este efecto de insulina fue bloqueado al utilizar un antagonista de receptores de
adenosina A; (DPCPX) y el agonista del receptor de adenosina A;a (CGS-21680) (ver
Figura 19B). Este efecto fue blogueado sélo en las células knock-down para IR-A (Figuras
28B, 29B).

El efecto de insulina en células HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional no fue modificado por por agonistas y/o antagonistas de receptores Azg y As
(ver Figura 19B). La captacion de L-arginina en estas condiciones no fue modificado en

presencia de los siRNA para IR-A e IR-B (Figuras 30B, 31B).

5.18 Participacion de IR-A e IR-B en el efecto de la activacion e inhibicion de los
receptores de adenosina sobre el transporte de L-arginina en HUVEC
normales.

Como ya se ha indicado, en HUVEC provenientes de embarazos normales no
cambiaron los parametros cinéticos (Vmax, Km, Vmax/Km) del transporte saturable de L-
arginina en presencia de agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina (ver Figura
20A). El transporte de L-arginina saturable no fue modificado en presencia de siRNA para
las isoformas A (IR-A) y B (IR-B) del receptor de insulina (Figuras 32A, C, E; 34A, C, D;
y 36A, C, D; Tablas 10, 11 y 12). La transformaciéon de Eadie-Hofstee de estos datos
mostro que se ajustan a una regresion lineal (Figuras 32B/D/F; 34B/D/F; 36B/D/F).

Por otro lado, insulina aumenta la Viax Y 1a Vimax/Km del transporte saturable de L-
arginina en células HUVEC normales transfectadas con un siRNA control (Ad-control),

sin modificarse por agonistas y antagonistas de receptores de adenosina A, Azg Y Ags; sin
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Figura 32. El transporte de L-arginina no se altera en HUVEC normales knockdown para IR-A en presencia de agonistas y
antagonistas de receptores de adenosina.. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de
embarazos normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 puCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1
minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8
horas), antagonistas ( C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones
agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Axs Y As, respectivamente, como se describen en los
métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin
componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E, respectivamente. Los valores
corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
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Figura 33. Insulina no aumenta el transporte de L-arginina en HUVEC normales knockdown para IR-A en ausencia y
presencia de agonistas y antagonistas de receptores de adenosina. El transporte saturable de L-arginina fue
determinado en HUVEC provenientes de embarazos normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina
(15-1000 uM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM,
CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-1B-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10
nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de
adenosina A; Aza, Az Y As, respectivamente, en presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se describen en los
métodos. (A,C,E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-
Menten sin componente lineal. (B,D,F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E, respectivamente.
Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=6-12.
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Figura 34. El transporte de L-arginina no se altera en HUVEC normales knockdown para IR-B en presencia de agonistas y
antagonistas de receptores de adenosina.. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes
de embarazos normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3 uCi/mL L-[*H]arginina,
37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA
50 nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) vy las
combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Az Y As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio * S.EEM,, n=6-12.
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Figura 35. Insulina no aumenta el transporte de L-arginina en HUVEC normales knockdown para IR-B en ausencia y
presencia de agonistas y antagonistas de receptores de adenosina. El transporte saturable de L-arginina fue determinado
en HUVEC provenientes de embarazos normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3
uCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM,
NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM,
MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A; Aza, A Y As,
respectivamente, en presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se describen en los métodos. (A,C,E) Los datos del transporte
de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B,D,F) Transformacion
de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E, respectivamente. Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=6-12.
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Figura 36. HUVEC normales knockdown para IR-A e IR-B en ausencia y presencia de agonistas y antagonistas de receptores
de adenosina no cambian el transporte de L-arginina. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC
provenientes de embarazos normales. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 puM, 3 pCi/mL L-
[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1pM,
2CI-1B-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30
nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A1 Aza, Azs Y As, respectivamente, como
se describen en los métodos. (A,C,E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B,D,F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
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Figura 37. Insulina no aumenta el transporte de L-arginina en HUVEC normales knockdown para IR-A e IR-B en ausencia y
presencia de agonistas y antagonistas de receptores de adenosina. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en
HUVEC provenientes de embarazos normales knock-down para las isoformas A y B del receptor de insulina (IR-A+IR-B). Las
células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y
presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas ( C
y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas
(E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Azs Y As, respectivamente, en presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se
describen en los métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
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Tabla 10. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/antagonistas de receptores

de adenosina en HUVEC normales knock-down para IR-A.

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Km 1/°%F 1/"XE
(pmol/ug (LM) (pmol/pg
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulina
Normal 1.0+0.1 79 + 46 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
Control 1.0+0.1 77 + 44 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
ZM-241385 1.0+0.1 95 + 33 0.010 + 0.001 0.8+0.1 -
DPCPX 1.0+0.1 79 + 45 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
MRS-1754 1.2+0.1 78 +32 0.015 + 0.002 1.3+0.1 -
MRS-1523 1.1+01 66 + 38 0.016 + 0.003 1.3+0.1 -
CGS-21680 1.1+0.2 90 + 44 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
CPA 1.2+0.1 88 + 45 0.013 + 0.001 1.1+01 -
NECA 1.1+01 81 + 32 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
2CI-IB-MECA 1.0+0.1 88 + 22 0.011 + 0.001 0.9+0.1 -
ZM-241385
CGS.21680 1.0+0.1 90 + 33 0.011 + 0.001 0.9+0.1 -
oo 1101 76 % 40 0.014 +0.002 12401 -
MEE‘&ZF“ 10401 85+ 16 0.011 + 0.001 0.9+0.1 i
MRS-1523
CLIB-MECA 1.1+01 72+21 0.015 + 0.003 1.3+0.1 -

La tabla continGa en la préxima pagina.
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Continuacion Vmax Km Vmax/Km
(pmol/pg (LM) (pmol/pg 1/°%F /"%
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Con insulina
Control 1.3+0.1 88 +42 0.014 + 0.002 1.1+0.1 1.0+0.1
ZM-241385 09+0.1 90 +49 0.010 £0.001 0.8+0.1 0.7£0.1
DPCPX 1.2+0.1 80+ 45 0.015 £ 0.003 1.3+0.1 1.1+£0.1
MRS-1754 1.3+0.1 92 + 46 0.014 £ 0.002 1.2+0.1 1.0+£0.1
MRS-1523 1.2+0.1 75+ 29 0.016 £ 0.003 1.3+0.1 1.1+0.1
CGS-21680 09+0.1 99+ 34 0.009 £ 0.001 1.8+0.2 0.6+0.1
CPA 09+0.1 85+52 0.010 £ 0.001 0.8+0.1 0.7x0.1
NECA 09+0.1 90 +42 0.010 £0.001 0.8+0.1 0.7x0.1
2CI-IB-MECA 0.8+0.1 82 +33 0.009 £ 0.001 0.8+0.1 0.6+0.1
ZM-241385
CGS-21680 09+0.1 90 +£59 0.010 £0.001 0.8+0.1 0.7x0.1
DEEKX 12+0.1 77 +45 0.015 + 0.003 13+01  11+01
MEE‘&E’“ 13+0.1 99 + 49 0.013 +0.001 11+01  09+01
MRS-1523
2CI-IB-MECA 1.3+0.1 92 + 45 0.014 £ 0.003 1.2+0.1 1.0+£0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional (DG) en
presencia 0 ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina
como se describen en los métodos. Vimax, Velocidad méaxima. K, constante de Michaelis-Menten. Vimax/Km,
capacidad maxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de
las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la
capacidad méxima de transporte (Vmad/Km); 1/™*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-
arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles en presencia de insulina
sobre la capacidad maxima de transporte. ZM-241385, antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo Aza;
DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA tipo Azs; MRS-1523, antagonista de
RA tipo Asz; CGS-21680, agonista de RA tipo Aya; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA
tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As.
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Tabla 11. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/antagonistas de receptores

de adenosina en HUVEC normales knock-down para IR-B.

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Km 1% 1/"™%F
(pmol/ug (HM) (pmol/ug
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulina
Normal 1.0+ 0.1 79 + 46 0.012 + 0.001 1.0+0.1 -
Control 1.0+0.1 89 + 44 0.011 + 0.001 1.0+0.1 -
ZM-241385 1.0+0.1 103 + 33 0.009 + 0.001 0.8+0.1 -
DPCPX 1.0+0.1 92 + 45 0.010 + 0.001 0.9+0.1 -
MRS-1754 1.2+0.1 83 + 32 0.014 + 0.002 1.3+0.1 -
MRS-1523 1.1+01 74 + 38 0.014 + 0.002 1.3+0.1 -
CGS-21680 1.1+0.2 104 + 44 0.011 + 0.001 1.0+0.1 -
CPA 1.2+0.1 99 + 45 0.012 + 0.001 1.1+01 -
NECA 1.1+01 93 + 32 0.012 + 0.001 1.1+01 -
2CI-1B-MECA 1.0+0.1 110 + 22 0.009 + 0.001 0.9+0.1 -
ZM-241385
CGS.21680 1.0+0.1 107 + 33 0.009 + 0.001 0.8+0.1 -
Poon 11£01 88 + 40 0.013 £ 0.002 1201 -
Mﬁg‘éf“ 1.0+0.1 94 + 16 0.011 + 0.001 1.0+0.1 i
MRS-1523
2CLIB-MECA 1.1+01 88 + 21 0.013 + 0.002 1.2+0.1 -

La tabla continla en la préxima pagina.
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Continuacion Vmax Km Vmax/Km
(pmol/ug (LM) (pmol/pg 1/°%F /"X
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Con insulina

Control 1.3+£0.1 101 + 42 0.013 £ 0.002 1.2+01 1001
ZM-241385 09+0.1 110 + 49 0.008 £ 0.001 0701 06z%0.1
DPCPX 1.2+0.1 99 + 45 0.012 £ 0.002 1.1+£01 09z%0.1
MRS-1754 1.3+£0.1 103 + 46 0.012 £ 0.002 1.1+£01 09z%0.1
MRS-1523 1.2+£0.1 89 +29 0.013 £ 0.002 12+01 1201
CGS-21680 09+0.1 130 + 34 0.007 £ 0.001 06+£01 05%0.1
CPA 09+0.1 98 + 52 0.009 £ 0.001 08+01 0.7x0.1
NECA 09+0.1 110 + 42 0.008 £ 0.001 0.7£01 06zx0.1
2CI-1B-MECA 0.8+0.1 99 + 33 0.008 + 0.001 07+£01 06+0.1

ZM-241385
CGS-21680 09+0.1 106 + 59 0.008 + 0.001 0701 06%0.1
Dgg'zx 1.2+0.1 99 +45 0.012 £ 0.002 1.1+£01 09z%0.1

MRS-1754
NECA 1.3+£0.1 110 + 49 0.012 £ 0.002 1.1+£01 09z%0.1

MRS-1523
2CI-1IB-MECA 1.3+0.1 109 + 45 0.011 £ 0.001 1.0£01 10z£0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales knock-down para IR-B en
presencia o ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina
como se describen en los métodos. Vimax, Velocidad maxima. K, constante de Michaelis-Menten. Vmax/Knm,
capacidad méxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de
las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la
capacidad maxima de transporte (Vmax/Km); 1/™™F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-
arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles en presencia de insulina
sobre la capacidad maxima de transporte. ZM-241385, antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo Aza;
DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA tipo Azs; MRS-1523, antagonista de
RA tipo As; CGS-21680, agonista de RA tipo Aza; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA
tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As.
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Tabla 12. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/antagonistas de receptores
de adenosina en HUVEC normales knock-down para IR-A e IR-B.

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Km 1/°%F 1/
(pmol/ug (LM) (pmol/ug
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulina
Normal 1.0+£0.1 79 + 46 0.012 £ 0.001 1.0+£0.1 -
Control 1.0+0.1 66 +44 0.015 £ 0.001 1.0x£0.1 -
ZM-241385 1.0+0.1 84 + 33 0.012 £ 0.001 08x0.1 -
DPCPX 1.0x0.1 65 + 45 0.015 £ 0.003 1.0x£0.1 -
MRS-1754 12+£0.1 69 = 32 0.017 £ 0.003 1.1+£0.1 -
MRS-1523 1101 67 + 38 0.016 £0.003 1.1+0.1 -
CGS-21680 1.1+£0.1 85+ 44 0.013 £ 0.001 09x0.1 -
CPA 1201 82+ 45 0.015 £ 0.003 1.0£0.1 -
NECA 1.1+£0.1 89 + 32 0.012 £ 0.001 08x0.1 -
2CI-IB-MECA 1.0x0.1 83122 0.012 £ 0.001 0.8+0.1 -
ZM-241385
CGS-21680 1.0+£0.1 92 + 33 0.011 £ 0.001 0.7x0.1 -
DPCPX
CPA 1.1+£0.1 79 40 0.014 £ 0.003 09zx0.1 -
MRS-1754
NECA 1.0+£0.1 8316 0.012 £ 0.001 0.8x0.1 -
MRS-1523
2Cl-IB-MECA 1.1+£0.1 78 £ 21 0.014 £ 0.003 0.9£0.1 -

La tabla continla en la préxima pagina.
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Continuacion Vmax Km Vimax/Km
(pmol/ug (LM) (pmol/ug 1/°%F 1/"S%E
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Con insulina
Control 1.0+£0.1 88 +42 0.011 £ 0.001 0.7+£02 1001
ZM-241385 09+0.1 90 + 49 0.010 £ 0.001 0.7+£01 09zx0.1
DPCPX 1.1+£01 80 + 45 0.013 £ 0.001 09+£01 1201
MRS-1754 1.0+£0.1 92 + 46 0.011 £ 0.001 0.7+£01 1.0zx0.1
MRS-1523 1.2+0.1 75+29 0.016 + 0.003 1.1+01 15%03
CGS-21680 09+0.1 99 + 34 0.009 + 0.001 06+02 08zx0.1
CPA 09+0.1 85+ 52 0.011 £ 0.001 0.7+£02 1001
NECA 09+0.1 90 +42 0.010 £ 0.001 0.7+£02 0901
2CI-1B-MECA 08+0.1 82 + 33 0.010 £ 0.001 0.7+£02 0901
ZM-241385
CGS-21680 09+0.1 90 +59 0.010 £ 0.001 0.7+£02 0901
D(P:gzx 1.2+0.1 77 +45 0.016 + 0.001 11+02 15%£03
MEE&Z\M 1.1+£01 99 + 49 0.011 £ 0.001 0.7+£02 1001
MRS-1523
2CI-IB-MECA 1.1+£01 92 +45 0.012 £ 0.001 08+£02 11x01
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos normales knock-down para IR-A e IR-B en
presencia o ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina
como se describen en los métodos. Vimax, Velocidad maxima. K, constante de Michaelis-Menten. Vmax/Knm,
capacidad méxima de transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de
las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la
capacidad maxima de transporte (Vmax/Km); 1/™™F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-
arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC controles en presencia de insulina
sobre la capacidad maxima de transporte. ZM-241385, antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo Aza;
DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA tipo Ass; MRS-1523, antagonista de
RA tipo As; CGS-21680, agonista de RA tipo Aza; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA
tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As.
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embargo, bloqueado por ZM-241385. Cuando estas célulasson infectadas con el
adenovirus con el siRNA para la isoforma A del receptor de insulina (IR-A), el efecto de
insulina fue bloqueado, sin modificarse por la presencia de los agonistas y antagonistas de
receptores de adenosina (Figuras 33A/C/D; 35A/C/D; 37A/C/D; Tablasl10, 11, 12). La
transformacion de Eadie-Hofstee de estos datos mostrd que se ajustan a una regresion

lineal (Figuras 33B/D/F; 35B/D/F, 37B/D/F).

5.19 Participacion de IR-A e IR-B en el efecto de la activacién e inhibicién de los
receptores de adenosina sobre el transporte de L-arginina en HUVEC con
diabetes gestacional.

El efecto de diabetes gestacional sobre la Vimax ¥ Vmax/Km del transporte de L-
arginina no fue modificado por los receptores de adenosina A1, Azs Yy Az (ver Figura 19A),
el cual tampoco fue alterado en presencia de los siRNA para IR-A e IR-B en estas
condiciones (Figuras 38A, Cy D; 40Ay D; 41A, Cy D; Tablas 13, 14 y 15). Sin embargo,
ZM-241385 bloqueo el efecto de diabetes gestacional en células knock-down para IR-B
(Figura 40B). Las transformaciones de Eadie-Hofstee de estos datos mostraron que se
ajustan a una regresion lineal (Figuras 38B, Dy F; 40B, Dy F; 41B, Dy F).

Cuando células HUVEC de diabetes gestacional son incubadas en presencia de
insuling, 1a Vmax Y Vmax/Km del transporte de L-arginina vuelve a valores observados en
células normales en ausencia de insulina. Este efecto de insulina fue bloqueado al utilizar
un antagonista de receptores de adenosina A; (DPCPX) y el agonista del receptor de
adenosina A,a (CGS-21680) (ver Figura 19B). Este efecto fue blogueado sélo en las
celulas knock-down para IR-B (Figura 41A y C, Tabla 15). La transformacion de Eadie-

Hofstee de estos datos mostrd que se ajustan a una regresion lineal (Figuras 41B, D y F).
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Figura 38. El aumento del transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-A es via activacion
de receptores de adenosina A,a. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC provenientes de embarazos
con diabetes gestacional. Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina,
37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50
nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las
combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Azs Y As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A,C,E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B,D,F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
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Figura 39. Insulina recupera el transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-A en
presencia de un antagonista de receptores de adenosina Aa.. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en
HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para la isoforma A del receptor de insulina (IR-A).
Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia
y presencia de agonistas (A 'y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas (
Cy D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas
(E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Azs Y As, respectivamente, en presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se
describen en los métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
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Figura 40. El aumento del transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-B es revertido en
presencia de un antagonista de receptores de adenosina Aa.. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en
HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para la isoforma B del receptor de insulina (IR-B).
Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia
y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas
(Cy D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas
(E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Az Y As, respectivamente, como se describen en los métodos. (A,C,E) Los datos
del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B,D,F)
Transformacién de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E, respectivamente. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M.,
n=6-12.
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Figura 41. Insulina revierte el aumento del transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-A
de manera dependiente de receptores de adenosina A;. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para la isoforma B del receptor de insulina (IR-B). Las células
fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 pM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia
de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas), antagonistas ( C y D;
DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones agonistas+antagonistas (E y F)
de receptores de adenosina A; Aza, Az Y As, respectivamente, en presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se describen en
los métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de Michaelis-Menten
sin componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E, respectivamente. Los valores
corresponden al promedio + S.E.M., n=6-12.
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Figura 42. El aumento transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-A e IR-B solo se
bloque6 en presencia de un antagonista de receptores de adenosina Aza. El transporte saturable de L-arginina fue
determinado en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para las isoformas A y B del receptor
de insulina (IR-A+IR-B). Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3 uCi/mL L-[*H]arginina,
37°C, 1 minuto) en ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50
nM, 8 horas), antagonistas (C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las
combinaciones agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A; Aza, Azs Yy As, respectivamente, como se
describen en los métodos. (A,C,E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una ecuacion de
Michaelis-Menten sin componente lineal. (B,D,F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
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Figura 43. Insulina revierte el aumento del transporte de L-arginina en HUVEC de diabetes gestacional knockdown para IR-A
e IR-B de una manera dependiente de receptores de adenosina A;. El transporte saturable de L-arginina fue determinado en
HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para la isoforma A y B del receptor de insulina (IR-
A+IR-B). Las células fueron incubadas en presencia de L-arginina (15-1000 uM, 3 pCi/mL L-[*H]arginina, 37°C, 1 minuto) en
ausencia y presencia de agonistas (A y B; CPA 30 nM, CGS-21680 30 nM, NECA 1uM, 2CI-IB-MECA 50 nM, 8 horas),
antagonistas ( C y D; DPCPX 30 nM, ZM-241385 10 nM, MRS-1754 30 nM, MRS1523 30 nM) y las combinaciones
agonistas+antagonistas (E y F) de receptores de adenosina A1 Aza, Az Y Az, respectivamente, en presencia de insulina (1 nM,
8 horas) como se describen en los métodos. (A, C, E) Los datos del transporte de L-arginina saturable fueron ajustados a una
ecuacién de Michaelis-Menten sin componente lineal. (B, D, F) Transformacion de Eadie-Hofstee para los datos en A, C y E,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=6-12.
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de adenosina en HUVEC con diabetes gestacional knock-down para IR-A.

Tabla 13. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/antagonistas de receptores

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Kim 1/°%F 1/°P*F 1/
(pmol/ug (uM) (pmol/ug Co-AnIXE
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulin

Normal 1.0+ 0.1 79 + 46 0.012 +0.001 1.0+01 03201 i
Control 42 +0.3* 101 + 43 0.041 + 0.004* 34+03* 10+01* i
ZM-241385 2.0 0.5 123 + 61 0.016 + 0.001* 13+01 04201 i
DPCPX 42 +0.3* 132 + 56 0.031 + 0.008* 25+01*% 0.8+0.1* i
MRS1754 4.1+03* 120 + 63 0.034 + 0.003* 28+03* 0.8+0.1* i
MRS1523 42 +0.3* 122 +52 0.034 + 0.003* 28+03* 0.8+0.1* i
CGS-21680 4.0 £0.3* 134 + 66 0.029 + 0.002* 24+02% 0.6+01* i
CPA 43+0.3* 133 + 53 0.032 + 0.003* 26+03* 0.8+0.1* i
NECA 4.3+03* 122 + 55 0.035 + 0.003* 20+03* 0.9+01* i
2CI-IB-MECA 4.1+03* 154 + 44 0.026 + 0.003* 21+02*% 0.6+0.1* .

ZM-241385 .
G158 1.8+0.2 132 + 55 0.013 + 0.001 11+01 03201 i
PR 4.1+03% 133 + 64 0.030 + 0.003* 25+03% 0.7+01* i
MEE@Z\S“ 43+03 142 + 34 0.030 + 0.003* 25+03% 07+0.1* i
MRS-1523 ot . . . )

LB MECA 40+0.3 132 + 66 0.030 £ 0.003 25+03* 07201

La tabla continla en la préxima pagina.
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Continuacion

Vinax K Vinax/Km 1/°%F 1/°P%F 1/
(pmol/ug (uM) (pmol/ug Co-AnIXE
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Con Insulina
Control 4.2 +0.4% 152 + 54 0.027 + 0.005* 22+02* 07+01* 10+0.1
ZM-241385 1.9+0.2* 143 + 72 0.013 + 0.006 11401 03+01 05+0.1¢
DPCPX 4.4 +0.4% 144 + 65 0.030 + 0.008* 25+03* 07+01* 11+0.1
MRS1754 4.0+ 0.4%% 144 + 82 0.028 + 0.001* 23+02* 07+01* 1.0+0.1
MRS1523 4.3 +0.4% 119 + 77 0.036 + 0.001* 3.0£03* 09+01* 13+0.1
CGS-21680 4.1 +0.4%" 122 + 82 0.034 + 0.003* 28+03* 08+0.1* 13+0.1
CPA 4.2 +0.4% 143 + 63 0.029 + 0.001* 24+02* 07+01* 11+0.1
NECA 4.2 +0.4% 143 + 62 0.029 + 0.002* 24+02* 07+01 11+0.1
2CI-1B-MECA 4.3 +0.4% 152 + 32 0.028 + 0.001* 23+02* 07+01* 10+0.1
ZM-241385 N ;
CGS.21680 1.8+0.2 155 + 95 0.011 + 0.001 09+01 03+01 04+01
oo 45+ 0.4%" 126 + 36 0.035 + 0.003* 29+03% 09+01* 1301
Mﬁggf“ 3.9 +0.4* 166 + 33 0.023 + 0.002* 1.9+02* 06+01* 09+0.1
MRS-1523 i . . .
2 CLIB.MECA 43+0.4 176 + 56 0.024 + 0.001 20+02* 06+01* 09+0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para IR-A en
presencia o0 ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina como se describen
en los métodos. Vmax, Velocidad maxima. Ky, constante de Michaelis-Menten. Vyax/Km, capacidad méaxima de transporte.
1/°%F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células
HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad maxima de transporte (Vma/Km); 1/°¢*F, corresponde al
efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC con diabetes
gestacional controles en ausencia de insulina sobre la capacidad maxima de transporte; 1/°¢"™/*F  corresponde al efecto
relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC con diabetes
gestacional en presencia de insulina sobre la capacidad maxima de transporte. ZM-241385, antagonista de receptor de
adenosina (RA) tipo A,a; DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA tipo Azs; MRS-1523,
antagonista de RA tipo Az; CGS-21680, agonista de RA tipo Aza; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA
tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As. *P<0.05 con respecto a Normal. $P<0.05 con respecto a celulas HUVEC
en presencia de insulina y de ZM-241385. *P<0.05 con respecto a células HUVEC controles en presencia de insulina.

i



de adenosina en HUVEC con diabetes gestacional knock-down para IR-B.

Tabla 14. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/o antagonistas de receptores

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Kim = 1/°P%F 1/
(pmol/ug (uM) (pmol/ug ConsXp
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulina
Normal 1.0+ 0.1 79 + 46 0.012 + 0.001 1.0+01 03+0.1 -
Control 4.2+ 0.4%F 110 + 43 0.038 + 0.004* 35+04# 10+0.1* -
ZM-241385 1.8 +0.1* 132 + 61 0.014 + 0.001 1.3+01 04+01 -
DPCPX 4.2 +0.4%F 144 + 56 0.029 + 0.008* 2.6+0.3* 0.8+0.1* -
MRS1754 4.1+ 0.4%F 143 + 63 0.029 + 0.003* 2.6+0.3* 0.8+0.1* -
MRS1523 4.2+ 0.4%F 133 + 52 0.032 + 0.003* 29+0.3* 08+0.1* -
CGS-21680 4.0 + 0.4%F 147 + 66 0.027 + 0.003* 25+0.3* 0.7+0.1* -
CPA 4.3+ 0.4%F 155 + 53 0.028 + 0.003* 25+0.3* 0.7+0.1* -
NECA 4.3+ 0.4%F 138 + 55 0.031 + 0.003* 2.8+0.3* 0.8+0.1* -
2CI-1B-MECA 4.1+ 0.4%F 168 + 44 0.024 + 0.002* 22+02* 0.6+0.1* -
ZM-241385 1.7 +0.1% 143 + 55 0.012 +0.001 11+01 03+01 -
CGS-21680 e - mhes Sinie e

DESKX 4.1+ 0.4% 144 + 64 0.028 + 0.003* 25+03% 07+0.1% i

MRS-1754 * > *
NECA 4.3 £ 0.4%F 163 + 34 0.026 + 0.003 24+02* 07+0.1 -

MRS-1523 . * *
o CLIB.MEGA 4.0 £ 0.4%F 134 + 66 0.029 + 0.003 26+02* 08+0.1 -

La tabla continla en la préxima pagina.
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Continuacion

Vinax K Vinax/Km 1/°%F 1/PXF 1/
(pmol/ug (uM) (pmol/ug GO
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Con insulina
Control 12+01 166 + 54 0.007 + 0.001 06401 02+01 10+0.1
ZM-241385 0.9+0.1 154 + 72 0.005 + 0.001 05401 01+01 07+0.1
DPCPX 4.1+ 0.4% 159 + 65 0.025 + 0.002* 23402% 07+01* 36+04!
MRS1754 1.0+ 0.1 144 + 82 0.007 + 0.001 06401 02+01 10+0.1
MRS1523 13+0.1 145 + 77 0.009 + 0.001 08+01 02+01 13+0.1
CGS-21680 11401 143 + 82 0.008 + 0.001 07401 02+01 11+0.1
CPA 12+01 148 + 63 0.008 + 0.001 07401 02+01 11+01
NECA 12+0.1 165 + 62 0.007 + 0.001 06401 02+01 10+0.1
2CI-IB-MECA 13+01 144 + 32 0.009 + 0.001 08+01 02+01 12+0.1
ZM-241385
oo 0.8+0.1 144 + 95 0.006 + 0.001 05401 02+01 09+0.1
Dggix 3.8+ 0.3% 123 + 36 0.031 + 0.003* 28+03% 08+01% 4.4+04"
MEE‘&F‘ 0.9+0.1 167 + 33 0.005 + 0,001 05+01 01+01 07+0.1
MRS-1523
AW 13+0.1 177 + 56 0.007 + 0.001 06401 02+01 10+0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para IR-B en
presencia 0 ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina como se
describen en los métodos. Vmax, Velocidad méaxima. Ky, constante de Michaelis-Menten. Vmax/Km, capacidad maxima de
transporte. 1/°*F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con
respecto a células HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad maxima de transporte (Vmax/Km); 1/°S*F,
corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células
HUVEC con diabetes gestacional controles en ausencia de insulina sobre la capacidad méxima de transporte; 1/°¢""*F,
corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células
HUVEC con diabetes gestacional en presencia de insulina sobre la capacidad maxima de transporte. ZM-241385,
antagonista de receptor de adenosina (RA) tipo A,a; DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA
tipo Azs; MRS-1523, antagonista de RA tipo As; CGS-21680, agonista de RA tipo Aza; CPA, agonista de RA tipo Ag;
NECA, agonista de RA tipo Azg; 2CI-IB-MECA, agonista de RA tipo As. *P<0.05 con respecto a Normal. P<0.05 con
respecto a células HUVEC en ausencia de insulina y presencia de ZM-241385. #P<0.05 con respecto al resto de los
valores en 1/°F. ¥P<0.05 con respecto a células HUVEC controles en presencia de insulina.
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de adenosina en HUVEC con diabetes gestacional knock-down para IR-A e IR-B.

Tabla 15. Parametros cinéticos del transporte saturable de L-arginina en presencia de agonistas y/antagonistas de receptores

Transporte de L-arginina

Vinax Km Vinax/Km 1/°%F 1/°P*F 1/
(pmol/ug (uM) (pmol/ug ConsXp
proteina/minuto) proteina/minuto/(uM))
Sin insulina

Normal 10+ 0.1 79+ 46 0.012 + 0.001 10+01 03+0.1 i

Control 4.2+ 04% 101 + 43 0.041 = 0.004*} 27+403% 1.0+0.1* i
7M-241385 20+0.2 123+ 61 0.016 + 0.001* 11401  04+01 i

DPCPX 4.2+04% 132 + 56 0.032 = 0.003*} 21+02% 08+0.1* i
MRS1754 4.1+04% 120 + 63 0.034 = 0.003*F 23402% 0801 i
MRS1523 4.2+ 0.4% 122 + 52 0.034 = 0.003*} 23+402% 08+0.1* i
CGS-21680 4.0+ 04% 134 + 66 0.030 = 0.002* 20+02% 0.7+0.1* i

CPA 4.3+0.4% 133+ 53 0.032 = 0.003*} 21+02% 08+0.1* i
NECA 4.3+04% 122 + 55 0.035 = 0.003*F 23402% 0901 i
2CI-IB-MECA 4.1+04% 154 + 44 0.027 = 0.003*} 18+02% 0.7+0.1% i
ZM-241385 18401 132 + 55 0.014 +0.003 09401 0301 :
CGS-21680 80 * 014£0. 9+01 03£0.

DESZX 4.1+ 0.4% 133 + 64 0.031 £ 0.003%} 21+02% 08+0.1% i
MEE‘&ZM 4.3+ 0.4% 142 + 34 0.030 + 0.003*+ 20+02% 0.7+0.1% i
MRS-1523 . «

AW 4.0+ 04% 132 + 66 0.030 = 0.003* 20402% 07+0.1 i

La tabla continla en la préxima pagina.
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Continuacion Vmax Km Vmax/Km
(pmol/pg (LM) (pmol/pg 1/°%F 1/6PXE q/CDAnsXE
protein/minute) protein/minute/(UM))
Con insulina

Control 4.2 +0.4%7 123 £ 43 0.034 + 0.003*F 23+02* 08x+0.1* 1.0+0.1*
ZM-241385 1.9+0.1* 111 +61 0.017 £ 0.001* 1.1+£01 04+£0.1 05+0.1
DPCPX 4.4+ 0.4% 142 £ 56 0.036 + 0.003*+ 24+x02* 09x01* 11+£0.1*
MRS1754 4.0+ 0.4%F 122 + 63 0.033 + 0.003*} 22+02* 08+01* 1.0+0.1*
MRS1523 4.3 +0.4%7 132 £ 52 0.033 £ 0.003*F 22+02* 08+0.1* 1.0x0.1*
CGS-21680 4.1+ 0.4% 132 + 66 0.031 + 0.003*F 21+02* 08+01* 09+0.1*
CPA 4.2 +0.4%7 131 +53 0.032 +£ 0.003*} 21+02* 08x0.1* 09+0.1*
NECA 4.2 +0.4%F 121 +55 0.035 + 0.003*} 23+02* 09+01* 1.0+0.1*
2CI-IB-MECA 4.3+ 0.4%7 144 + 44 0.030 + 0.003*F 20+£02* 0.7+01* 09+0.1*

ZM-241385 -
CGS-21680 1.8+0.1 136 + 64 0.013 £ 0.001 09+£01 03z%0.1 04+0.1
DPCPX * * - « -

CPA 4.5+ 0.4%7 138 + 34 0.033 £ 0.003*} 22+0.2* 08zx0.1 09+0.1
MEE&Z\M 3.9+ 0.4%7 133 + 66 0.029 + 0.003*F 19+02* 07+£01* 15+0.1*%
MRS-1523 - « -
9CI-IB-MECA 4.3 +0.4%7 126 + 56 0.034 + 0.003*F 23+0.2* 08z%0.1 1.0+£0.1
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Transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para IR-A e IR-B en
presencia o ausencia de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina como se describen
en los métodos. Vmax, velocidad méaxima. K, constante de Michaelis-Menten. Vma/Km, capacidad méxima de transporte.
1/°F, corresponde al efecto relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células
HUVEC controles normales sin insulina sobre la capacidad maxima de transporte (Vima/Km); 1/°°*F, corresponde al efecto
relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC con diabetes
gestacional controles en ausencia de insulina sobre la capacidad maxima de transporte; 1/°¢"™XF, corresponde al efecto
relativo para el transporte de L-arginina de las diferentes condiciones con respecto a células HUVEC con diabetes
gestacional en presencia de insulina sobre la capacidad méxima de transporte. ZM-241385, antagonista de receptor de
adenosina (RA) tipo Aza; DPCPX, antagonista de RA tipo A;; MRS-1754, antagonista de RA tipo Ass; MRS-1523,
antagonista de RA tipo Az; CGS-21680, agonista de RA tipo Aza; CPA, agonista de RA tipo A;; NECA, agonista de RA
tipo Azg; 2CI-1IB-MECA, agonista de RA tipo Asz. *P<0.05 con respecto a Normal. 1P<0.05 con respecto a células HUVEC
en ausencia de insulina y presencia de ZM-241385.
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El efecto de insulina en células HUVEC de diabetes gestacional no fue modificado
por por agonistas y/o antagonistas de receptores Az y As (ver Figura 19B). La Vmax Y
Vmax/Kn del transporte de L-arginina en estas condiciones no fue modificado en presencia
de los siRNA para IR-A (Figuras 39A, 42A y 43A; Tablas 13, 15). La transformacion de
Eadie-Hofstee de estos datos mostré que se ajustan a una regresion lineal (Figuras 39B, D

yF;42B,DyF; 43B,DyF).

520 Efecto de los receptores de adenosina e insulina sobre la abundancia de
proteina para hCAT-1 en HUVEC.

Como se comentd anteriormente, en HUVEC normales insulina aumentd la
abundancia relativa de la proteina hCAT-1 (ver Figura 7A). El efecto de insulina sobre la
abundancia de proteina de hCAT-1 fue blogueado en células incubadas con ZM-241385
(antagonistas de receptores de adenosina Aja) (Figura 44A). Sin embargo, HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional (DG) mostrar6n un aumento en la
abundancia relativa de la proteina hCAT-1, efecto que fue bloqueado por insulina (ver
Figura 7A). El efecto de insulina observado en estas células fue blogueado sélo en las

celulas incubadas con DPCPX (antagonista de receptores de adenosina A;) (Figura 44B).

521 Efecto de IR-A e IR-B sobre la activacién e inhibicion de receptores de
adenosina en la abundancia de proteina para hCAT-1 en HUVEC.
En HUVEC procedentes de embarazos normales, insulina aumenta la abundancia
de proteina para hCAT-1, efecto que desaparace en células knock-down para las isoformas

A'y B del receptor de insulina (IR-A e IR-B), los cuales ademas no fueron modificados en
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Figura 44. Insulina requiere de la ctividad de receptores de adenosina Al para revertir el aumento de la abundancia de
proteina para hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. La abundancia de proteina para hCAT-1 fue determinada en
HUVEC provenientes de embarazos normales (barras blancas) y de diabetes gestacional (DG, barras negras) mediante
westerrn-blot en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas) y/o antagonistas de receptores de adenosina A2A (A) y
Al (B). Se utilizarén anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-B-actina (1:2500), como se describe en los métodos. Los valores
corresponden al promedio £ S.E.M., n=3. En A, *P<0.05 con respecto normal control y en presencia de ZM-241385, y diabetes
gestacional en presencia de insulina y/o ZM-241385. En B, *P<0.05 con respecto a control y presencia de DPCPX en normal,

y en células DG en presencia de insulina.
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presencia de agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina A; y Aoa (Figuras
45A,B; 46A,B).

Por otro lado, en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, la
abundancia de proteina para hCAT-1 esta aumentada, efecto que fue bloqueado solo por
ZM-241385 en células knock-down para IR-A e IR-B en ausencia de insulina (Figura 48A,
B). Ahora, si estas células son incubadas con insulina, el efecto de diabetes es revertido a
valores cercanos a HUVEC normales sin insulina, efecto que fue bloqueado en presencia

de DPCPX y CGS-21680 en células knock-down para IR-B (Figuras 47B, 48B).

5.22 Partipacion de IR-A e IR-B sobre la activacion e inhibicion de receptores de
adenosina en los niveles de mMRNA para hCAT-1 en HUVEC.

En HUVEC procedentes de embarazos normales, insulina aumenta la abundancia
de proteina para hCAT-1, efecto que desaparace en células knock-down para las isoformas
Ay B del receptor de insulina (IR-A e IR-B), los cuales ademas no fueron modificados en
presencia de agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina A; y Aoa (Figuras
49A,B; 50A,B).

Por otro lado, HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, la
abundancia de proteina para hCAT-1 esta aumentada, efecto que fue bloqueado solo por
ZM-241385 en células knock-down para IR-A e IR-B (Figura 52A,B). Ahora, si estas
células son incubadas con insulina, el efecto de diabetes es revertido a valores cercanos a
HUVEC normales sin insulina, efecto que fue bloqueado en presencia de DPCPX y CGS-

21680 en células knock-down para IR-B (Figuras 51B, 52B).
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Figura 45. Insulina requiere de IR-A e IR-B para aumentar la abundancia de proteina de hCAT-1 en HUVEC normales, efecto
gue no es modificado por agonistas y antagonistas de receptores de adenosina A; Y Aza. La abundancia de proteina para
hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de embarazos normales knock-down para IR-A mediante westerrn-blot en
ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina A; (A) y Aoa
(B). Se utilizaron anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-B-actina (1:2500), como se describe en los métodos. Los valores

corresponden al promedio + S.E.M., n=3.
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Figura 46. Insulina requiere de IR-A e IR-B para aumentar la abundancia de proteina de hCAT-1 en HUVEC normales efecto
gue no es modificado por agonistas y antagonistas de receptores de adenosina A; y Aza. La abundancia de proteina para
hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de embarazos normales knock-down para IR-B mediante westerrn-blot en
ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina A; (A) y Aoa
(B). Se utilizardn anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-B-actina (1:2500), como se describe en los métodos. Los valores
corresponden al promedio + S.E.M., n=3.
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Figura 47. Insulina requiere de IR-A, y de la activacion de receptores de adenosina A; para revertir el aumento de la
abundancia de proteina de hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. La abundancia de proteina para hCAT-1 fue
determinada en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para IR-A (A) e IR-B (B) mediante
westerrn-blot en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina
A;. Se utilizarén anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-B-actina (1:2500), como se describe en los métodos. La primera barra
corresponde a células controles normales. Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=3. En A, *P<0.05 con respecto al
resto de los valores observados. En B, *P<0.05 con respecto al control normal. 1P<0.05 con respecto a células con diabetes
gestacional en ausencia de insulina. {P<0.05 con respecto a células con diabetes gestacional en presencia de insulina y en

ausencia de DPCPX.

€at



AT - - —
- G -
—_— R-acti
R-actina [ — — FACTING | — — — — — — — — —
e
3 o
2.5+ * N
44 * * * l l
£F T 2.0 * *
g £ T L T =0 x
TS 3 . 8 <
= = T I PSS 1.5+
— m : i ==
S5 b <o
<2’ 25 107
2< Sz
. ~ =
1 D 0-5_
0- — — 0.04 L | L |

Insulina - - - - - + + + + Insulina + + + +
CGS-21680 - - + - + - + - + CGS-21680 - - + - + + - +
ZM-241385 - - - + + - - + + ZM-241385 - - - + + + +

Figura 48. Insulina requiere de IR-A, pero no de la activacion de receptores de adenosina A,a para revertir el aumento de la
abundancia de proteina de hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. La abundancia de proteina para hCAT-1 fue
determinada en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knock-down para IR-A (A) e IR-B (B) mediante
westerrn-blot en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina
A1y Asa. Se utilizaron anticuerpos anti-hCAT-1 (1:250) y anti-p-actina (1:2500), como se describe en los métodos. La primera
barra corresponde a células controles normales. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=3. En A, *P<0.05 con
respecto a control normal. 7P<0.05 con respecto a células con diabetes gestacional en ausencia y presencia de CGS-21680.
1P<0.05 con respecto a células con diabetes gestacional en presencia de insulina, en ausencia y presencia de CGS-21680. En B,
*P<0.05 con respecto al control normal, y células con diabetes gestacional en presencia de insulina y/o ZM-241385.
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Figura 49. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y no de receptores de adenosina A; para
aumentar niveles de mRNA para hCAT-1 en HUVEC normales. Nimero de
copias del mRNA para hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de
embarazos normales mediante RT-PCR en tiempo real, en ausencia (-) y presencia
(+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de
adenosina A;, y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (A), o IR-B (B).
Las barras grises corresponden a HUVEC normales sin infectar. Se utilizaron
oligonucleotidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se describeen los métodos.
Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=4. *P<0.05 con respecto al

resto de las condiciones.
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Figura 50. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y no de receptores de adenosina Aza
para aumentar niveles de mMRNA para hCAT-1 en HUVEC normales. Numero
de copias del mRNA para hCAT-1 fue determinada en HUVEC provenientes de
embarazos normales mediante RT-PCR en tiempo real, en ausencia (-) y presencia
(+) de insulina (1 nM, 8 horas), agonistas y/o antagonistas de receptores de
adenosina Aza, y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (A), o IR-B (B).
Las barras grises corresponden a HUVEC normales sin infectar. Se utilizaron
oligonucleotidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se describeen los métodos.
Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=4. *P<0.05 con respecto al

resto de las condiciones.
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Figura 51. Insulina requiere de IR-A, y receptores de adenosina A; para revertir el
aumento de los niveles de mRNA para hCAT-1 en HUVEC de diabetes
gestacional. Numero de copias del mRNA para hCAT-1 fue determinada en
HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional mediante RT-PCR
en tiempo real, en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas),
agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina Aj, y/o adenovirus
portadores de SiRNA contra IR-A (A), o IR-B (B). Las barras grises claras
corresponden a HUVEC con DG sin infectar, y la barra gris oscura a HUVEC
normal. Se utilizaron oligonucleétidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se
describeen los métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=4. En
A, *P<0.05 con respecto al control normal y control con diabetes gestacional en
presencia de insulina. En B, *P<0.05 con respecto al control normal y control con
diabetes gestacional en presencia de insulina, y células knock-down para IR-B en
presencia de insulina y de CPA.
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Figura 52. Insulina requiere de IR-A, y no de receptores de adenosina A;a para
revertir el aumento de los niveles de mRNA para hCAT-1 en HUVEC de
diabetes gestacional. Nimero de copias del mRNA para hCAT-1 fue determinada
en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional mediante RT-
PCR en tiempo real, en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas),
agonistas y/o antagonistas de receptores de adenosina Aja, Y/o adenovirus
portadores de SiRNA contra IR-A (A), o IR-B (B). Las barras grises claras
corresponden a HUVEC con DG sin infectar, y la barra gris oscura a HUVEC
normal Se utilizé oligonucle6tidos especificos para hCAT-1 y 28S, como se
describen los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=4. En A,
*P<0.05 con respecto al control normal y control con diabetes gestacional en
presencia de insulina y células knock-down para IR-A en presencia de ZM-241385.
En B, *P<0.05 con respecto al control normal y control con diabetes gestacional en
presencia de insulina, y células knock-down para IR-A en ausencia y presencia de
insulina y de ZM-241385.
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5.23 Participacion de IR-A e IR-B sobre la activacion e inhibicion de receptores de
adenosina en la actividad transcripcional del promotor de SLC7Al1 en
HUVEC.

Con el propésito de evaluar si los cambios de expresidn se correlacionan con la
actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 se procedio a transfectar dos fragmentos
del promotor de hCAT-1 (-1606 y -650 pb) en HUVEC normales y provenientes de
embarazos con diabetes gestacional, en ausencia y presencia de insulina, agonistas y/o
antagonistas de receptores de adenosina y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A
y/o IR-B. En HUVEC procedentes de embarazos normales, insulina aumenta la actividad
transcripcional del promotor de SLC7A1 en ambos contructos, efecto que desaparace en
células knock-down para las isoformas A y B del receptor de insulina (IR-A e IR-B), los
cuales ademas no fueron modificados en presencia de agonistas y/o antagonistas de
receptores de adenosina A; y Axa (Figuras 53A,B; 54A,B).

Por otro lado, HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, la
actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 est4d aumentada en ambos constructos,
efecto bloqueado solo por ZM-241385 en células knock-down para IR-A e IR-B (Figura
56A,B). Ahora, si estas células son incubadas con insulina, el efecto de diabetes es
revertido a valores cercanos a HUVEC normales sin insulina, efecto que fue bloqueado en
presencia de DPCPX y CGS-21680 en células knock-down para IR-B en ambos

constructos (Figuras 55B, 56B).
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Figura 53. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y no de receptores de adenosina A; para
aumentar la actividad transcripcional del promotor de SLC7Al1 en HUVEC
normales. Células provenientes de embarazos normales fueron transfectadas con 2
fragmentos del promotor de SLC7A1l (pGL3-hCAT-1"°%® y pGL3-hCAT-1%0)
insertados rio arriba de reportero de luciferasa firefly (luc). La actividad luciferasa
relativa (razon entre la actividad de luciferasa firefly/luciferasa renilla), fue
determinada en lisado celular (48 post infeccidn) en ausencia (-) y presencia (+) de
insulina (1 nM, 8 horas), CPA (agonista de receptor de adenosina Al, 30 nM),
DPCPX (antagonista de receptor de adenosina Al, 30 nM) y/o adenovirus
portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-B (Ad-IR-B, 100
MOI), como se describe en los métodos. A y B corresponden células knock-down
para IR-A e IR-B, respectivamente. Los valores corresponden al promedio *
S.E.M., n=8. *P<0.05 con respecto al resto de las condiciones.
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Figura 54. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y no de receptores de adenosina Aja
para aumentar la actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 en
HUVEC normales. Células provenientes de embarazos normales fueron
transfectadas con 2 fragmentos del promotor de SLC7Al (pGL3-hCAT-1%% y
PGL3-hCAT-1"%%) insertados rio arriba de reportero de luciferasa firefly (luc). La
actividad luciferasa relativa (razon entre la actividad de luciferasa firefly/luciferasa
renilla), fue determinada en lisado celular (48 post infeccion) en ausencia (-) y
presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), CGS-21680 (agonista de receptor de
adenosina Aza, 30 nM), ZM-241385 (antagonista de receptor de adenosina Aza, 10
nM) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-
B (Ad-IR-B, 100 MOI), como se describe en los métodos. A y B corresponden
células knock-down para IR-A e IR-B, respectivamente. Los valores corresponden
al promedio £ S.E.M., n=8. *P<0.05 con respecto al resto de las condiciones.
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Figura 55. Insulina requiere de IR-A, y de receptores de adenosina A; para revertir
el aumento de la actividad transcripcional del promotor SLC7A1 en HUVEC
con diabetes gestacional. Células provenientes de embarazos con diabetes
gestacional fueron transfectadas con 2 fragmentos del promotor de SLC7A1 (pGL3-
hCAT-1%% y pGL3-hCAT-1%) insertados rio arriba de reportero de luciferasa
firefly (luc). La actividad luciferasa relativa (razon entre la actividad de luciferasa
firefly/luciferasa renilla), fue determinada en lisado celular (48 post infeccién) en
ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), CPA (agonista de receptor
de adenosina A;, 30 nM), DPCPX (antagonista de receptor de adenosina A;, 30
nM) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-
B (Ad-IR-B, 100 MOI), como se describe en los métodos. A y B corresponden
células knock-down para IR-A e IR-B, respectivamente. Los valores corresponden
al promedio £ S.E.M., n=8. En A, *P<0.05 con respecto a células controles
normales y células con diabetes gestacional en presencia de insulina. En B,
*P<0.05 con respecto a células controles normales, células con diabetes gestacional
en presencia de insulina, y células knock-down para IR-B en presencia de insulina 'y
CPA.
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Figura 56. Insulina requiere de IR-A, y no de receptores de adenosina A,a para
revertir el aumento de la actividad transcripcional del promotor de SLC7A1
en HUVEC con diabetes gestacional. Células provenientes de embarazos con
diabetes gestacional fueron transfectadas con 2 fragmentos del promotor de
SLC7A1 (pGL3-hCAT-1"%% y pGL3-hCAT-1) insertados rio arriba de reportero
de luciferasa firefly (luc). La actividad luciferasa relativa (razon entre la actividad
de luciferasa firefly/luciferasa renilla), fue determinada en lisado celular (48 post
infeccion) en ausencia (-) y presencia (+) de insulina (1 nM, 8 horas), CGS-21680
(agonista de receptor de adenosina Aza, 30 nM), ZM-241385 (antagonista de
receptor de adenosina Aza, 10 nM) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-
A (Ad-IR-A, 100 MOI), o IR-B (Ad-IR-B, 100 MOI), como se describe en los
métodos. A y B corresponden células knock-down para IR-A e IR-B,
respectivamente. Los valores corresponden al promedio = S.E.M., n=8. En A,
*P<0.05 con respecto a células controles normales, células controles con diabetes
gestacional en presencia de insulina, y células knock-down para IR-A en presencia
de ZM-241385. En B, *P<0.05 con respecto a células controles normales, células
controles con diabetes gestacional en presencia de insulina, y células knock-down
para IR-B en presencia de insulinay ZM-241385, excepto insulina en presencia de
CGS-21680.
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5.24 Efecto de diabetes gestacional sobre la union de Spl al promotor de SLC7A1
en HUVEC.
En HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional muestran mayor
unién del factor transcripcional Spl al promotor de SLC7A1, efecto que fue bloqueado por

insulina, volviendo a valores observados en HUVEC normales (Figura 57).

5.25 Participacion de IR-A e IR-B en la union de Spl al promotor de SLC7Al en
HUVEC.

La union de Spl al promotor de SLC7Al aumentado por insulina en HUVEC
normales es revertido en células knock-down para las isoformas A (IR-A) y B (IR-B) del
receptor de insulina (Figura 58A). Sin embargo, el efecto de insulina también fue
bloqueado al utilizar ZM-241385 (antagonista de receptores de adenosina Aza), el cual no
se modificd en células knock-down para IR-A e IR-B (Figura 58B).

En HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, insulina revierte
el efecto de diabetes gestacional (ver Figura 57). Este efecto sobre la union de Spl al
promotor de SLC7A1, fue revertido solo en células knock-down para IR-A (Figura 59A).
De manera interesante, el efecto de insulina fue bloqueado al utilizar DPCPX (antagonista
de receptores de adenosina A;), el cual no se modificé en células knock-down para IR-A e

IR-B (Figura 59B).
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Figura 57. Insulina revierte el aumento en la union de Spl a su elemento de respuesta
en el promotor de hCAT-1 en HUVEC de diabetes gestacional. Ensayo de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP) representativo para la unién de Spl al
DNA de HUVEC normales (barras blancas) o de diabetes gestacional (barras
negras) en ausencia y presencia de insulina (1 nM, 8 horas) como se describe en los
métodos. Los valores corresponden al promedio £ S.E.M., n=3. *P<0.05 con
respecto a células normales contrales y provenientes de embarazos con diabetes
gestacional en presencia de insulina.
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Figura 58. Insulina requiere de IR-A e IR-B, y de receptores de adenosina A, para
aumentar la unién de Spl a su elemento de respuesta en el promotor de
hCAT-1 en HUVEC normales. Ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina
(ChiP) representativo para la union de Spl al DNA de HUVEC normales en
ausencia (A) y presencia (B) de ZM-241385 (10 nM, 8 horas). HUVEC normales
fueron incubadas en ausencia y presencia de insulina (1 nM, 8 horas) y/o
adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (100 MOI) o IR-B (100 MOI) como
se describe en los métodos. Los valores corresponden al promedio + S.E.M., n=3.
*P<0.05 con respecto al resto de condiciones.
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Figura 59. Insulina requiere de IR-A 'y de receptores de adenosina A; para revertir el
aumento de la unién de Spl a su elemento de respuesta en el promotor de
hCAT-1 en HUVEC con diabetes gestacional. Ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChiP) representativo para la union de Spl al DNA de HUVEC con
diabetes gestacional en ausencia (A) y presencia (B) de DPCPX (30 nM, 8 horas).
HUVEC con diabetes gestacional fueron incubadas en ausencia y presencia de
insulina (1 nM, 8 horas) y/o adenovirus portadores de siRNA contra IR-A (100
MOI) o IR-B (100 MOI) como se describe en los métodos. Los valores
corresponden al promedio £ S.E.M., n=3. En A, *P<0.05 con respecto a insulina y
células knock-down para IR-B en presencia de insulina. En B, *P<0.05 con
respecto al resto de las condiciones.
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6. DISCUSION

Diabetes gestacional es una patologia del embarazo que se caracteriza por
intolerancia a la glucosa materna y disfuncion endotelial feto-placentaria (Sobrevia y cols,
2011). En este contexto se ha observado que en la macrocirculacion de la placenta existe
un aumento en el transporte del aminoacido semi-esencial L-arginina y de la sintesis de
NO (i.e., ruta L-arginina/NO). Mediciones realizadas en sangre de cordon umbilical
muestran la presencia de altos niveles de insulina y adenosina, sugiriendo su participacion
en este fenomeno (Westermeier y cols., 2011). En efecto, se ha demostrado que insulina y
adenosina aumentan la ruta L-arginina/NO en HUVEC provenientes de embarazos
normales (Sobrevia y cols., 1997; Vasquez y cols., 2004; Gonzalez y cols., 2004; 2011,
Westermeier y cols., 2011). Sin embargo, insulina, revierte el aumento de la ruta L-
arginina/NO en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional (Sobrevia y
cols., 1997; Westermeier y cols., 2011). Esta dualidad, podria ser debido a una expresion y
sefializacion diferencial de las isoformas A (IR-A) y B (IR-B) del receptor de insulina,
puesto que se ha observado que HUVEC expresan ambas isoformas del receptor de
insulina, y HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional presentan un
aumento en la expresion de IR-A, y mayor actividad de p42/44mapk (Westermeier y cols.,
2011; 2013). Ademas, se ha propuesto que el fenotipo de diabetes gestacional en el
endotelio fetal de la macrocirculacion, podria ser debido a una activacion persistente de
receptores de adenosina Aza, generando el aumento de la ruta L-arginina/NO (Vasquez y
cols., 2004; San Martin & Sobrevia, 2006). Pero se ha descrito que los efectos bioldgicos
de insulina son regulados por la activacién de receptores de adenosina (Guzman-Gutiérrez

y cols., 2011; 2013), y dado a que insulina posee efectos benéficos sobre el endotelio fetal
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provenientes de embarazos con diabetes gestacional, es posible que adenosina esté jugando
un rol en los efectos bioldgicos de insulina, incluyendo la ruta L-arginina/NO.

En este estudio se demuestra que la mayor actividad del transporte de L-arginina es
mediado por hCAT-1, detectado en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional, un efecto que fue revertido por insulina a través de la activacion predominante
de la isoforma A del receptor de insulina (IR-A). Estos resultados sugieren un rol protector
de insulina en la fisiopatologia de la diabetes gestacional en la macrocirlacion de la
placenta. Sin embargo, insulina aumenta el transporte de L-arginina en HUVEC
provenientes de embarazos normales, en donde la activacién de ambas isoformas del
receptor de insulina (IR-A e IR-B) son requeridos. Estos antecedentes sugieren gque una
expresion adecuada de ambas isoformas permitiria mantener un fenotipo endotelial normal.

Por otro lado, el efecto de insulina sobre el transporte de L-arginina en células
HUVEC provenientes de embarazos normales es bloqueado por ZM-241385 (antagonista
de receptores de adenosina A,a), abundancia de proteina y niveles de mRNA para hCAT-
1, y de la actividad transcripcional del promotor de SLC7AL. Estos resultados sugieren que
la actividad de receptores de adenosina A,a €s requerida para el efecto de insulina. Esto
podria ser explicado por una disminucion en la union del factor transcripcional Spl al
promotor de SLC7A1, de forma que una inactivacion del receptor de adenosina Aga
bloquee la sefializacion del receptor de insulina en estas células, efectos que no sufrieron
modificaciones en células tratadas con el sSiRNA para IR-A o IR-B.

El efecto de insulina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional es bloqueado por DPCPX (antagonista de receptores de adenosina A;), también
a nivel del transporte de L-arginina, abundancia de proteina y niveles de mRNA para

hCAT-1, y de la actividad transcripcional del promotor de SLC7Al1. En diabetes
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gestacional, a diferencia de las normales, insulina requiere de la actividad de receptores de
adenosina Al, los cuales también son explicados por una mayor unién de Spl al promotor
de SLC7AL, efectos que no sufrieron modificaciones en células tratadas con el siRNA para
IR-B.

Los resultados de este estudio comprenden la primera evidencia disponible en
relacién a los efectos diferenciales de insulina modulados por receptores de adenosina en
endotelio fetal humano de embarazos normales comparados con embarazos con diabetes
gestacional. Asi estos antecedentes contribuyen a esclarecer el rol de estas isoformas del
receptor de insulina en la regulacion del transporte de L-arginina en esta patologia y del
papel de los receptores de adenosina como moduladores de las acciones bioldgicas de

insulina.

6.1  Diabetes gestacional

Diabetes gestacional es una patologia que se asocia con intolerancia a la glucosa
materna (Metzger y cols., 2007) la cual se asocia a resistencia a la insulina y macrosomia
como riesgos perinatales (Herrera & Ortega-Senovilla, 2010). Este estudio muestra que en
sangre de madres que cursan con diabetes gestacional hay cambios en los niveles de
hemoglobina glicosilada (indicador del promedio de la glicemia postprandial), en la
glicemia post carga de glucosa y los niveles de insulina plasmatica en ayunas, los cuales se
traducen en un aumento de 1.6 veces en el HOMA-IR con respecto a las madres normales,
o una diminucién ~40% en el HOMA-IS, y una aumento cercano al 15% en la funcién de
las células P pancreaticas. Por lo tanto, las madres que cursaron con diabetes gestacional
presentan resistencia a la insulina. Sin embargo, estos efectos fueron mas notorios en los

recién nacidos, en donde el indice HOMA-IR aument6 en 2.3 veces, y el HOMA-IS
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disminuyé en casi un 60%, indicando que el feto, en el momento del parto también cursa
con resistencia a la insulina. Estos datos se correlacionan con lo observado por Wang y
cols. (2013) en donde el HOMA-IR en las madres y en los recién nacidos aumentaen 1.5y
2.0 veces, respectivamente. Al comparar la relacion HOMA-IRmaterno/ HOMA-IRfeta) €Ntre
los grupos normal (1.12 £ 0.1) y diabetes gestacional (0.77 +0.07) se observa que en la
patologia disminuye alrededor de un 40%, por un aumento en el HOMA-IRsea. ESto podria
indicarnos que en la patologia de diabetes gestacional existe resistencia a la insulina que es
mayor en el feto en comparacién a la madre. Esta observacion es comparable con lo
observado en los datos de Wang y cols. (2013), en donde el grupo con diabetes gestacional
presenta una disminucion de un 20% en la relacion HOMA-IRmaterno/ HOMA-IRetal,
también generada por un aumento en HOMA-IRgt. Ademas, se ha correlacionado de
manera positiva el indice HOMA-IR en fetos de término con el didmetro de la aorta
abdominal antero-posterior (Ciccone y cols., 2013), donde los autores plantean que la
insulinoresistencia fetal podria generar mayor dafio en la pared arterial, acelerando los
procesos ateroscleoticos en el futuro.

Es interesante destacar que los recién nacidos de madres que padecieron diabetes
gestacional mostraron un aumento tanto en el peso al nacer como en el indice ponderal
respecto a recién nacidos de madres diagnosticadas con embarazos normales. Se ha
establecido una correlacion entre el aumento en el nivel de la hemoglobina glicosilada
(determinado durante el primer trimestre de embarazo) como potencial factor de riesgo de
diabetes gestacional, macrosomia y de presentar intolerancia post-parto a la glucosa (Katon
y cols., 2011). Asi, diabetes gestacional cursa con alteraciones en la homeostasis de D-
glucosa y con crecimiento fetal anormal, estableciéndose ademas que los hijos de madres

diagnosticadas con diabetes gestacional presentan un mayor riesgo de cursar con obesidad,
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intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus tipo 2 durante la vida adulta (Pinney y

Simmons, 2012).

6.2  Efecto de diabetes gestacional sobre el transporte de L-arginina

Desde los primeros estudios sobre el transporte de L-arginina en HUVEC
provenientes de embarazos normales y con diabetes gestacional (Sobrevia y cols., 1995;
1996) existe evidencia concluyente que asocia este sindrome con mayor expresion y
actividad de transporte de L-arginina (Vasquez y cols., 2004). En este contexto, los
resultados de este estudio confirman que la captacion de L-arginina desde el medio
extracelular es mayor en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional
comparadas con células de embarazos normales. Estos antecedentes complementan

estudios previos (Sobrevia y cols., 1995; 1996; 1998; Vasquez y cols., 2004) en donde se
observa que la Vimax ¥V 1a Vima/Kn aumentan ~4 'y ~3 veces, respectivamente. Esto se

correlaciona con otros estudios, en los cuales se observa que en esta patologia existe un
aumento en la sintesis de 6xido nitrico (NO) (Farias y cols., 2006; 2010; Westermeier y
cols., 2011), lo cual sugiere que el aumento del transporte de L-arginina se asocia con un
aumento en la sintesis de NO, lo cual se conoce como ruta L-arginina/NO (Wyatt y cols.,
2004). Lo interesante es que en otras patologias del embarazo, como son la preeclampsia y
la restriccion de crecimiento intrauterino (RCIU) se observa una disminucién de esta ruta
en HUVEC (Casanello y cols., 2009; Pimentel y cols., 2013), lo cual nos permite
reconocer que las alteraciones a nivel del transporte de L-arginina o de la sintesis de NO

son importantes, para comprender la etiologia de esta patologia.
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6.3  Efecto de diabetes gestacional sobre la expresion de hCAT-1

Al analizar la abundancia de proteina como el nivel de mRNA que codifica para
hCAT-1 se observO un aumento en estos parametros en HUVEC provenientes de
embarazos con diabetes gestacional respecto a células normales, lo cual sugiere que el
aumento del transporte de L-arginina observado en estas células podria deberse al aumento

de la expresion de este transportador. Esto también se correlaciona con la K, aparente
observada en estas células para el transporte de L-arginina (~100 puM) con el transportador

hCAT-1 (Speake y cols., 2003; Rotmann y cols., 2004; Gonzélez y cols., 2011; Guzman-

Gutiérrez y cols., 2012), puesto que otros transportadores de L-arginina en estas células
como hCAT-2B o el sistema y'L muestran valores de Km ~20 y ~300 uM,

respectivamente (Casanello & Sobrevia, 2002; Flores y cols., 2003; Sala y cols., 2002;
Arancibia-Garavilla y cols., 2003). Estos aumentos tambien han sido observados en
condiciones como hiperglicemia (Vasquez y cols., 2007), condicion observada en diabetes
gestacional (Yener y cols., 2007).

Para comprobar que estos cambios en la abundancia de proteina y niveles de
MRNA se asocian con una mayor actividad transcripcional del promotor de SLC7A1, se
procedio a evaluar con dos fragmentos de este promotor (1606 y 650 pb desde el inicio de
la transcripcion), donde se observé que existe un aumento de la actividad transcripcional
de este promotor en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional, . Esto
se correlaciona con un aumento en la union del factor transcripcional proteina especifica 1
(Spl) en una region consenso entre -177 y +105 del promotor de SLC7AL. Por lo tanto, es

posible decir que en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional aumenta
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la unién de Spl al promotor de SLC7AL, el cual aumenta la actividad transcripcional del
promotor, los niveles del mMRNA y la abundancia de proteina de hCAT-1, lo que se
traduciria en un aumento en el transporte de L-arginina (ver Figura 60). Se ha demostrado
en otros trabajos que Spl aumenta la actividad transcripcional en el promotor de SLC29A1
(para hENT-1) en presencia de alta glucosa (25 mM) (Puebla y cols., 2008) y TGFp (Vega
y cols., 2009) en HUVEC, elementos que se encuentran involucrados en la patologia de
diabetes gestacional. Asi en otros modelos celulares, se ha observado que la hiperglicemia
aumenta la actividad Sp1, disminuyendo la expresion de receptores scavenger hepatico en

células HepG2 (Murao y cols., 2008).

6.4  Efecto de insulina sobre el transporte de L-arginina en diabetes gestacional.
Una de las caracteristicas de la patologia de diabetes gestacional, es cursar con
hiperinsulinemia materna y fetal (Salomon y cols., 2012). Se ha observado en diferentes
trabajos que placentas provenientes de embarazos con diabetes gestacional, muestran
cambios en la expresion de diferentes proteinas entre los cuales muchos de ellos se asocian
a algun defecto de la sefializacion del receptor de insulina (Liu y cols., 2012; Salémon y
cols., 2012; Hiden y cols., 2012; Pérez-Perez y cols., 2013). En HUVEC provenientes de
embarazos con diabetes gestacional, insulina recupera la Vyax del transporte de L-arginina
parcialmente a valores observados en HUVEC provenientes de embarazos normales en
ausencia de insulina; sin embargo, la relacion Vm./Kn se recupera completamente a
valores normales, complementando los datos ya observados en trabajos previos (Sobrevia

y cols., 1998). Este efecto de recuperacion a valores normales se complementa con los



175

L-arginina

Extracelular

hCAT-1
Intracelular

L-arginina

Proteina hCAT-1

Diabetes
gestacional

Ndcleo | I
Spl mRNA hCAT-1
Sp

Spl SLC7A1

-650pb 177 +1

Figura 60. Modelo propuesto del efecto de diabetes gestacional sobre la expresién y
actividad de hCAT-1. HUVEC de diabetes gestacional exiben una mayor union
del factor transcripcional Sp1, al promotor de SLC7A1 (para hCAT-1), en una zona
CoNsenso que contiene 4 sitios para Spl (entre -177 y +1 pb desde el inicio de la
transcripcion), aumentando la actividad transcripcional del promotor SLC7A1 en el
fragmento entre -650 pb y el inicio de la transcripcion. Estos cambios aumentarian
los niveles de mMRNA, y la abundancia de proteina para hCAT-1, y la actividad de
transporte de L-arginina.
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datos observados por Westermeier y cols. (2011), donde se observd que en HUVEC
provenientes de embarazos con diabetes gestacional insulina recupera a valores normales
los niveles de transporte de adenosina. Es interesante mencionar gque este efecto de insulina
sobre el transporte de L-arginina en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional se pierde en condiciones de alta glucosa (25 mM) que es caracteristico de esta
patologia. A diferencia de lo anterior, insulina aumenta la Vimax Y 12 Vinax/Km €n HUVEC
provenientes de embarazos normales. Este resultado complementa otros ya informados en

la literatura (Sobrevia y cols., 1997; Gonzélez y cols., 2004; 2011; Vasquez y cols., 2007).

6.5 Efecto de insulina en la expresion de hCAT-1 en diabetes gestacional.
Similar a lo observado en el transporte de L-arginina, insulina disminuyé la abundancia de
proteina, nivel de mRNA vy actividad transcripcional del promotor de SLC7A1 (en ambos
fragmentos -1606 y -650 pb desde el inicio de la trascripcién) en HUVEC de diabetes
gestacional a valores observados en HUVEC normales. Ademas, el factor de transcripcion
Sp1, que participa en los genes deficientes de caja TATA como es SLC7A1, aumenta su
unién al promotor de SLC7A1 y se recupera a valores controles. Se ha observado que en un
raton db-/db-, deficiente de leptina (modelo de diabetes tipo 2) existe una disminucion de
la abundancia de Spl en células endoteliales de corazon (Kassan y cols., 2013). Ademas,
se ha visto que en la linea celular de musculo esquelético L6 que insulina induce la
expresion de PKCS por un mecanismo dependiente de Sp1 (Horovitz-Fried y cols., 2007).
Pero en HUVEC normales expuestas a alta D-glucosa, existe un aumento de la proteina
Spl a nivel nuclear, el cual se correlacion6 con mayor union al promotor de SLC29A1
(para hENT-1) (Puebla y cols., 2008). Estos antecedentes asientan la posibilidad que Spl

podria estar involucrado en la patologia de diabetes gestacional, y sugiere que insulina
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disminuye a valores normales el transporte de L-arginina por una normalizacion de la
unién del factor transcripcional Spl al promotor de SLC7A1, recuperando los valores de
actividad transcripcional, los niveles de mRNA vy la abundancia de proteina a valores
normales (Figura 61). Sin embargo, en HUVEC provenientes de embarazos normales se
observd, como ya se habia visto en el transporte de L-arginina, que insulina aumenté la
abundancia de proteina, los niveles de mMRNA, la actividad de transcripcional del promotor
de SLC7A1 y la union del factor transcripcional Spl. Como ha sido publicado para este
promotor (Gonzélez y cols., 2011; Guzman-Gutiérrez y cols., 2012), Spl generaria estos
cambios en HUVEC normales.

Se han identificado diversos elementos de respuesta a insulina (Hatzoglou y cols.,
2004; Sobrevia & Gonzéalez, 2009). Se ha reportado que un aumento de Spl en el primer
intrén de SLC7A1 puede jugar un rol bifuncional en la actividad transcripcional de
SLC7A1L, es decir, aumentando la actividad transcripcional de SLC7Al seguido por la
unién de la proteina unidora A al elemento rico en purinas (Pur alpha) bajo condiciones
basales y en condiciones de estrés del reticulo por el factor de transcripcion activado 4
(ATF4), o disminuyendo la actividad transcripcional de SLC7A1 por la proteina homologa
C/EBP (CHOP) en células de glioma de rata C6 (Huang y cols., 2009). Esto nos permite
sugerir que, ademas de los efectos transcripcionales ya mencionados, insulina también
pueda generar cambios post-traduccionales a nivel de la estabilidad de la proteina y/o del

MRNA para hCAT-1.
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Figura 61. Modelo propuesto del efecto de insulina sobre la expresion y actividad de
hCAT-1 en diabetes gestacional. Insulina, por la activacién del receptor de
insulina revierte (-) el efecto de diabetes gestacional, disminuyendo la unién
(flechas grises) del factor transcripcional Spl, al promotor de SLC7AL (para hCAT-
1), en una zona consenso que contiene 4 sitios para Spl (entre -177 y +1 pb desde
el inicio de la transcripcion), disminuyendo la actividad transcripcional del
promotor SLC7A1 en el fragmento entre -650 pb y el inicio de la transcripcion.
Estos cambios disminuirian los niveles de mRNA, y la abundancia de proteina para
hCAT-1, y la actividad de transporte de L-arginina.
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6.6 Participacion de las isoformas A y B del receptor de insulina en el transporte
de L-arginina
La expresion del receptor de insulina en la placenta estd aumentada en
comparacion con otros tejidos en el ser humano, experimentando cambios a lo largo del
embarazo (Hiden y cols., 2009). En el primer trimestre del embarazo, el receptor de
insulina (IR) se expresa principalmente en el trofoblasto, mientras que al término del
embarazo se localiza principalmente en el endotelio. Asi el cambio de la expresion de IR
desde el trofoblasto al endotelio se asocia directamente a cambios en el control y
regulacién por insulina desde la madre al feto (Jones y cols., 1993; Desoye y cols., 1994;
Hiden y cols., 2006, 2009).
Se ha descrito en diversos tejidos, humanos y de animales, la existencia de
dos isoformas del IR, denominados IR-A e IR-B (Ebina y cols., 1985; Ulrich y cols., 1985)
las cuales activan diferentes vias de sefializacion (Belfiore y cols., 2009). Debido a que en
cultivos de HUVEC de embarazos normales y de diabetes gestacional no se observd
diferencias significativas en la abundancia de la subunidad B de IR (B-IR) (Westermeier y
cols., 2013), si se observo un aumento en la fosforilacion en Tyr1361 de B-IR en ambos
tipos celulares. Sin embargo, en HUVEC de embarazos normales se encontré una mayor
expresion del mRNA que codifica para la IR-A respecto a IR-B (IR-A/IR-B ~1.7 veces),
razén que es mayor en diabetes gestacional (IR-A/IR-B ~2.9 veces) (Westermeier y cols.,
2011). Asi, se sugiere que diabetes gestacional podria estar asociada con una menor
respuesta a insulina. Interesantemente, IR-A es predominante en enfermedades asociadas a
resistencia a insulina como DMT2 (Norgren y cols., 1994) y distrofia miotonica tipo 1
(Savkur y cols., 2001), sugiriendo que este subtipo de receptores de insulina podria estar

involucrado en HUVEC de diabetes gestacional.
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Los resultados de este estudio sugieren que la mayor capacidad de transporte, el
aumento de la abundancia de proteina, la expresion del mMRNA, la actividad transcripcional
del promotor SLC7AL1 para hCAT-1 y el aumento en la union de Spl a este promotor
podrian correlacionarse con una mayor expresion de IR-A en HUVEC de diabetes
gestacional. No obstante, insulina restablecio la expresion de esta isoforma a nivel cercano
a los observado en células normales en ausencia de esta hormona (Westermeier y cols.,
2011), con el mismo patron que fue descrito para la recuperacion del transporte de L-
arginina. Esto apoya la idea que una expresion adecuada de IR-A sea requerida para
mantener la actividad normal del transporte de L-arginina en HUVEC.

Se ha descrito que IR-A es la isoforma predominante en tejido fetal (Frasca y cols.,
1999). En humanos, insulina actia predominantemente como un factor de crecimiento, lo
cual se ha propuesto por estudios realizados en primates donde la administracion de
insulina a la circulacion fetal se correlacioné con aumento de tamafio placentario (Susa y
cols., 1984), un efecto similar al observado en placentas de madres con niveles elevados de
insulina plasmatica (Godfrey y cols., 1996). Por lo tanto, la expresion mayoritaria de IR-A
plantea la posibilidad de que esta isoforma se asocie a crecimiento, sobrevivencia y
diferenciacion celular en tejido fetal (Belfiore & Malaguarnera, 2011). Por otra parte, es
interesante mencionar publicaciones que asocian IR-A y tejido canceroso humano
derivado de mama, pulmdn, colon y musculo esquelético (Frasca y cols., 1999; Sciacca y
cols., 1999), ovario (Kalli y cols., 2002), tiroide (Vella y cols., 2002), tejido hepético
(Chettouh y cols., 2013) y endometrio (Wang y cols., 2013).

Nuestros resultados muestran que el efecto de insulina en HUVEC provenientes de
embarazos con diabetes gestacional sobre la Vmax del transporte de L-arginina fue

blogueado en células knock-down para IR-A; sin embargo, en la capacidad de transporte
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(Vmax/Km), fue blogueado solo de manera parcial (60%). Una explicacion a este efecto, es
que el valor de Km aparente esté aumentado en esta condicion, si bien no existen
modificaciones post-traduccionales descritos para hCAT-1, no se puede descartar que IR-A
genere cambios a nivel estructural de la proteina. Estos datos se correlacionan con los
resultados observados por Westermeier y colaboradores (2013), quienes observaron que la
recuperacion del transporte de adenosina en diabetes gestacional también fue mediado por
la misma isoforma, reafirmando la idea que IR-A es un elemento importante en esta
patologia. De manera interesante, este efecto también fue observado a nivel de la
abundancia de proteina y niveles de MRNA para hCAT-1, y la actividad transcripcional del
promotor de SLC7A1, indicando que la activacion de IR-A, y no de IR-B, modula la
actividad y la expresion de hCAT-1 en HUVEC provenientes de embarazos con diabetes
gestacional. De manera importante, estos datos también se correlacionan con la unién de
Sp1 al promotor de SLC7AL. Por lo tanto, IR-A envia una sefial intracelular para disminuir
la unién de Spl al promotor de SLC7A1, normalizando la actividad transcripcional, los
niveles de mRNA, la abundancia de proteina y la capacidad transporte para L-arginina
(Figura 62).

Sin embargo, en HUVEC provenientes de embarazos normales, el efecto de
insulina requiere de ambas isoformas, puesto que células knock-down para IR-A e IR-B,
perdieron el efecto de insulina a nivel de la Vmax, Vmax/Km, la abundancia de proteina y
niveles de mRNA para hCAT-1, y la actividad transcripcional de SLC7A1. En donde el
factor transcripcional Spl, es activado por ambas isoformas (IR-A e IR-B). Cabe destacar
que este trabajo muestra los primeros hallazgos en relacionar las isoformas del receptor de
insulina y la unidn del factor transcripcional Spl, y sus potenciales efectos en el transporte

de L-arginina en endotelio fetal humano en diabetes gestacional.
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Figura 62. Modelo propuesto del efecto de insulina via IR-A sobre la expresion y
actividad de hCAT-1 en diabetes gestacional. Insulina, por la activacion de la

isoforma A del receptor de insulina (IR-A)

revierte (-) el efecto de diabetes

gestacional, disminuyendo la union (flechas grises) del factor transcripcional Spl,
al promotor de SLC7A1 (para hCAT-1), en una zona consenso que contiene 4 sitios
para Spl (entre -177 y +1 pb desde el inicio de la transcripcion), disminuyendo la
actividad transcripcional del promotor SLC7A1 en el fragmento entre -650 pb vy el
inicio de la transcripcion. Estos cambios disminuirian los niveles de mRNA, y la
abundancia de proteina para hCAT-1, y la actividad de transporte de L-arginina.
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6.7  Efecto de los receptores de adenosina sobre el efecto de diabetes gestacional.

Adenosina es un nucledsido enddgeno el cual estd aumentado en diferentes
patologias del embarazo, como preeclampsia (Espinoza y cols., 2012) y diabetes
gestacional (Westermeier y cols., 2011). De hecho se ha propuesto como mecanismo de
sefializacion la ruta ALANO (Adenosine-L-Arginine-Nitric Oxide) (San Martin &
Sobrevia, 2006). EI aumento de la concentracion extracelular de adenosina en diabetes
gestacional, producto de una disminucion del transporte de adenosina en HUVEC
(Sobrevia y cols., 1995; Vasquez y cols., 2004; Aguayo Y cols., 2005; Farias y cols., 2006;
2010; Puebla y cols., 2008; Westermeier y cols., 2010; 2013), activa receptores de
adenosina Aa, los cuales aumenta la actividad del transporte de L-arginina, de la eNOS y
finalmente los niveles de NO (Vasquez y cols., 2004). Se ha propuesto que la ruta ALANO
estd activa en células HUVEC provenientes de diabetes gestacional (San Martin &
Sobrevia, 2006; Sobrevia y cols., 2011; Guzman-Gutiérrez y cols., 2013). HUVEC
expresan los cuatro tipos de receptores de adenosina (A1, Aza, A Yy Asz) (Feoktistov y
cols., 2002; Wyatt y cols., 2002). Sin embargo, el receptor de adenosina Aa €s quien tiene
mayores efectos vasculares en humanos (Fredholm y cols., 2011).

Este estudio evalud a nivel del transporte de L-arginina la actividad de los cuatro
receptores de adenosina, quienes en ausencia de insulina no mostraron cambios en
HUVEC normales. Esto podria ser contradictorio, puesto que Vasquez y cols., (2004)
observaron que al activar estas mismas células con CGS-21680 (agonista del receptor de
adenosina Aza), pero en tiempos cortos (2 minutos), observaron un aumento en el
transporte de L-arginina. Probablemente, como en este estudio se evalué a 8 horas de
incubacion, es probable que haya ocurrido una desensibilizacién de este receptor de

adenosina (Fredholm y cols., 2001; 2011). Por otro lado, en HUVEC provenientes de
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embarazos con diabetes gestacional, el aumento del transporte de L-arginina fue revertido
en presencia de ZM-241385 (antagonista del receptor de adenosina Aa), lo cual sugiere
que en estas células la activacion del receptor de adenosina A, potencia el aumento del
transporte de L-arginina en diabetes gestacional, como ha sido planteado anteriormente
(Vasquez y cols., 2004; San Martin & Sobrevia, 2006). De manera interesante, los
receptores A1, Azg Yy Az, N0 generaron cambios en el transporte de L-arginina en HUVEC
normales y con diabetes gestacional en ausencia de insulina. Ademas, los efectos de los
receptores de adenosina no fueron modificados en células knock-down para IR-A y/o IR-B,
en ausencia insulina, sugiriendo que estos receptores no participan en regular los efectos
bioldgicos del transporte de L-arginina. Sin embargo, esto no descarta su participacion en
otros procesos bioldgicos importantes a nivel celular como la proliferacion (Escudero y
cols., 2013; Jackson & Gillespie, 2013) o la diferenciacion celular (Fernandez y cols.,

2011).

6.8  Efecto de los receptores de adenosina y de insulina en diabetes gestacional.
Como se ha indicado, en HUVEC provenientes de diabetes gestacional insulina
revierte el aumento del transporte de L-arginina, la expresion de hCAT-1y la union de Spl
al promotor de SLC7AL generado por esta patologia, el cual fue bloqueado totalmente a
nivel de la Vmax Yy €en la relacion Vyax/Km del transporte de L-arginina en presencia del
antagonista DPCPX (antagonista del receptor de adenosina A;). Una explicacion para este
fendmeno podria ser que el receptor de adenosina A; participa en el metabolismo de la
glucosa y en la homeostasis energética celular, esto ultimo basado en que se ha observado
que células P pancreaticas de rata pierden su oscilacion en la secrecion de insulina en

ausencia de este receptor (Zywert y cols., 2011; Yang y cols., 2012). Ademas, ratones
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knock-out para el receptor de adenosina A; muestran menor sensibilidad a insulina
comparados a ratones wild-type (Faulhaber-Walter y cols., 2011). De hecho, se ha
propuesto el uso del agonista CVT-3619 como un insulinosensibilizador en pacientes con
DMT?2 (Elzein & Zablocki, 2008). En otro modelo se ha observado que el transporte de
glucosa estimulado por insulina fue aumentado por CPA (agonista de receptores de
adenosina A;) y bloqueado en presencia de DPCPX en musculo soleo de rata (Thong y
cols., 2007). En esta tesis no se observo que CPA aumentara el efecto de insulina sobre el
transporte de L-arginina en HUVEC con diabetes gestacional. Es posible que esto se deba
a que el efecto de insulina observado es el maximo a la concentracion usada. Sin embargo,
la activacion de receptores de adenosina Aza por CGS-21680 también bloqued el efecto de
insulina a nivel de la Vmax Y en la relacion Vimax/Knm del transporte de L-arginina en HUVEC
con diabetes gestacional. De hecho, existen algunas evidencias que muestran que la
activacion de receptores de adenosina Aza Y Aj, actlan disminuyendo y aumentando el
efecto de insulina, respectivamente, en un modelo de oveja fetal (Maeda & Koos, 2009).
Sin embargo, también es posible que CGS-21680 estimule la ruta ALANO (San Martin &
Sobrevia, 2006), siendo un efecto mas potente que el de insulina. Los resultados obtenidos
se correlacionaron con lo obsrvado a nivel de la abundancia de proteina y niveles de
MRNA para hCAT-1, y la actividad transcripcional del promotor de SLC7A1.

Por otro lado, en HUVEC de embarazos normales, insulina aumentd la Vimax v la
relacion Vma/Km del transporte de L-arginina, efecto que fue bloqueado solo por ZM-
241385 (antagonista de receptores de adenosina A,a) (Guzman-Gutiérrez y cols., 2012),
sin observarse cambios en presencia de agonistas y antagonistas de los otros receptores de
adenosina. Los resultados obtenidos se correlacionaron con lo observado a nivel de la

abundancia de proteina y niveles de mMRNA para hCAT-1, y la actividad transcripcional
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del promotor de SLC7AL. Estos datos se correlacionan con lo observado en otros estudios,
en donde se ha informado que insulina disminuye el transporte de adenosina (Mufioz y
cols., 2006; Westermeier y cols., 2011; 2013), aumentando las concentraciones de
adenosina extracelular. Por lo tanto, esta adenosina extracelular activaria receptores de
adenosina Aa (ruta ALANO), aumentando el transporte de L-arginina por insulina
(Vasquez y cols., 2004; Gonzalez y cols., 2011), por lo tanto el blogueo del receptor de
adenosina Aa por ZM-241385, interrumperia la sefializacion via ruta ALANO (Guzmén-

Gutiérrez y cols., 2012).

6.9 Efecto de los receptores de adenosina y de las isoformas del receptor de
insulina en diabetes gestacional.

En HUVEC provenientes de embarazos con diabetes gestacional knockdown
para la isoforma B del receptor de insulina (IR-B), mantuvieron el fenotipo en presencia de
insulina en los parametros cinéticos del transporte de L-arginina, la abundancia de proteina
y niveles de mMRNA para hCAT-1, y la actividad transcripcional del promotor de SLC7AL.
Incluyendo su sensibilidad a DPCPX y CGS-21680. Por el otro lado, en HUVEC knock-
down para IR-A, insulina no tuvo efecto, y solo se recuperd a valores normales en
presencia de ZM-241385, sugiriendo que solo el efecto de diabetes gestacional fue
blogueado en estas células. Sin embargo, se entiende que si estas células estdn cursando
con insulino resistencia, y solo se potenciaria su efecto en presencia de ZM-241385,
indicaria que en estas células knock-down para IR-A, la actividad del receptor de
adenosina A, actuaria disminuyendo la sensibilidad a insulina, como se habia observado
en fetos de oveja (Maeda & Koos, 2009). Los efectos anteriormente sefialados también

fueron observados a nivel de la abundancia de proteina y niveles de MRNA para hCAT-1y
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la actividad transcripcional del promotor de SLC7A1. Es interesante indicar que en células
knock-down para IR-A en presencia de insulina, se bloque6 la union de Sp1 al promotor de
SLC7AL, indicando que la activacion de la isoforma A del receptor de insulina disminuye
la unién de Spl al DNA, recuperando a valores normales la actividad trasncripcional, los
niveles de mRNA vy la abundancia de proteina para hCAT-1, y el transporte de L-arginina
(Figura 63).

Por otro lado, en HUVEC provenientes de embarazos normales, el aumento del
transporte de L-arginina por insulina fue bloqueado en células knock-down para IR-A y/o
IR-B, este bloqueo del aumento del tranporte de L-arginina no se recuper6 por agonistas y
antagonistas de receptores de adenosina. Sugiriendo que en esta condicion insulina
requiere la expresion de una u otra isoforma para generar su efecto biolégico. De hecho la
unién de Spl requiere de la activacion de ambas isoformas del receptor de insulina, para
aumentar la actividad transcripcional, los niveles de mRNA y la abundancia de proteina
para hCAT-1, y el transporte de L-arginina.

Si bien en este estudio no se evaluaron las rutas de sefializacion para IR-A e IR-B,
Westermeier y cols., (2013) observaron que en diabetes gestacional existe un aumento en
la actividad p42/44™¥ el cual se correlacioné con el aumento en la expresion de IR-A. De
hecho, diabetes gestacional mediante la actividad p42/44™ aumenta la fosforilacién en
serina 1177 de la eNOS (fosforilacion activadora), y la formacién de L-citrulina (indicador
de sintesis de NO) (Véasquez y cols., 2004; Westermeier y cols., 2011). Por lo tanto es
posible sugerir que las actividades de p42/44™" y de eNOS, estan involucradas en los
efectos biol6gicos de insulina. Ademas, los niveles de mMRNA y la abundancia de proteina
para hCAT-1, y el transporte de L-arginina estimulados por insulina son dependientes de

oxido nitrico (Gonzalez y cols., 2004).
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Figura 63. Modelo propuesto de la regulacion del efecto de insulina via IR-A por la
activacion del receptor de adenosina A; sobre la expresion y actividad de
hCAT-1 en diabetes gestacional. Insulina, por la activacion de la isoforma A del
receptor de insulina (IR-A) revierte (-) el efecto de diabetes gestacional, efecto
favorecido (+) por la actividad del receptor de adenosina A;,disminuyendo la unién
(flechas grises) del factor transcripcional Spl, al promotor de SLC7AL (para hCAT-
1), en una zona consenso que contiene 4 sitios para Spl (entre -177 y +1 pb desde
el inicio de la transcripcion), disminuyendo la actividad transcripcional del
promotor SLC7AL en el fragmento entre -650 pb y el inicio de la transcripcion.
Estos cambios disminuirian los niveles de mRNA, y la abundancia de proteina para
hCAT-1, y la actividad de transporte de L-arginina.
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Conclusiones generales

Las conclusiones derivadas de esta tesis se enumeran a continuacion:

La expresion de IR-A e IR-B modulan diferencialmente el efecto de insulina en
endotelio fetal humano de embarazos normales o con diabetes gestacional.

Células HUVEC expuestas a insulina provenientes de embarazos con diabetes
gestacional requieren de IR-A para revertir el aumento de la actividad de transporte
y la expresion de hCAT-1, mientras que células provenientes de embarazos
normales incubadas con esta hormona requieren de ambas isoformas para aumentar
el transporte y la expresion de hCAT-1.

El efecto de insulina sobre el endotelio fetal humano con diabetes gestacional
requiere de la actividad de receptores de adenosina tipo Az, mientras que el
endotelio proveniente de embarazos normales requiere de la actividad de receptores

de adenosina Asa.
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8. Proyecciones
Potenciales proyecciones derivadas de los hallazgos de esta tesis:

1. Cross-talk entre receptores de adenosina A; y Aoa, € IR-A e IR-B en diabetes
gestacional.

Dado que la presente tesis no se enfoco en los mecanismos de sefializacion entre
los receptores de adenosina y de las isoformas del receptor de insulina, es de gran
importancia determinar que moléculas de sefalizacion estdn involucradas en esta
regulacion del efecto de insulina (Guzman-Gutiérrez y cols., 2013). Existen diversas
moleculas candidatos: para los receptores de adenosina, los niveles de AMP ciclico
(AMPc), proteina quinasa A y la regulacion del calcio intracelular (Fredholmy cols., 2001;
2011); y para las isoformas del receptor de insulina, sustrato del receptor de insulina 1y 2
(IRS-1, IRS-2), quinasa de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3 (PI3K), proteina quinasa B
(PKB), o quinasas activadas por mitégeno p42/44 (p42/44™¥. Sin embargo, la eNOS es
un posible candidato, puesto que posee numerosos sitios de regulacion, y el NO regula la
expresion hCAT-1 (Gonzélez y cols., 2004).

2. Papel de los receptores de adenosina A; y Aza en la sensibilidad a insulina en
diabetes gestacional.

Como se comentd en la discusion, tanto el feto como la madre cursan con
insulinoresistencia. En este contexto el uso de agonistas o0 antagonistas de receptores de
adenosina son de potencial uso (Wojcik y cols., 2010; Chen y cols., 2013). De hecho, se ha
propuesto el uso de agonistas de receptores de adenosina Aj, para mejorar la secrecion de
insulina en humanos (Burnstock & Novak, 2013). Sin embargo, es posible que la
activacion especifica de receptores de adenosina A;, mejoren la sensibilidad a insulina en
otros tejidos, en donde exista resistencia a la insulina tejido especifico (musculo
esquelético, higado, adipocitos, endotelio), de tal manera, de convertirse en una potencial

objetivo terapéutico.
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Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Embarazadas sin patologia asociada

Titulo de las investigacion: “La regulacion del transporte de L-arginina via hCAT-1 por
insulina involucra activacion diferencial de los subtipos A y B de receptores de insulina y
receptores de adenosina en células endoteliales de vena umbilical humana de diabetes

gestacional”

Investigador responsable: Enrique Guzman-Gutiérrez

Dr. Luis Sobrevia L. (Tutor tesis doctoral)

Departamento: Obstetricia y Ginecologia, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad
Catolica de Chile.

El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decisién de participar, 0 no

participar, en una investigacion biomédica.

Objetivo de la investigacion: Se estudiard el efecto de insulina y adenosina sobre la
funcion del endotelio de la vena umbilical de embarazos con diagnéstico de diabetes
gestacional. Por tener usted un embarazo normal, la invitacion es a participar como parte

del grupo de embarazadas sin patologia asociada.

Procedimientos de la investigacion: Para lograr el objetivo de la investigacion, se
recolectara la placenta de pacientes mayores de 18 afios de edad, diagnosticadas como
normales, sin patologia asociada, con feto Unico y edad gestacional >37 semanas, de
acuerdo a los criterios utilizados en el Hospital Clinico de la Universidad Catolica.
Pacientes con diabetes gestacional, diabetes gestacional en tratamiento con insulina, que
presenten resistencia a insulina o0 en tratamiento con hipoglicemiantes, pre-eclampsia,

sindrome hipertensivo del embarazo, retardo del crecimiento intrauterino, corioamnionitis
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clinica, colestasia intrahepatica del embarazo, isoinmunizacion Rh o D, presencia de
meconio en el liquido amniodtico, diabetes pre-gestacional o alguna patologia cronica seran
excluidas de esta investigacion. Las placentas obtenidas no seran almacenadas para futuros
estudios, pues seran utilizadas exclusivamente para realizar cultivos de células endoteliales

derivadas microcirculacion de placenta. Tampoco se realizaran estudios genéticos.

Beneficios: Usted o familiares no se beneficiaran por participar en esta investigacion.

Riesgos: La toma de muestra de este tejido no involucra ningun riesgo para usted o su
hijo/hija, puesto que las muestras son obtenidas de la placenta, que es un tejido que luego
del nacimiento de su hijo/a es expulsado fuera de su cuerpo y después del parto no tiene

ninguna utilidad ni para usted ni para su hijo/a.

Costos: Su participacion no tiene ningun costo econémico para usted. Todos los costos de

la investigacion seran asumidas por los investigadores.

Compensaciones: Este estudio no contempla compensaciones para usted.

Confidencialidad de la informacion: La informacion obtenida se mantendra en forma
confidencial. Es posible que los resultados obtenidos sean presentados en revistas y
conferencias médicas, sin embargo sus datos personales (nombres, informacién de

contacto, etc.) o familiares no seran en ningun caso divulgados.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria y se le
consultard durante el control prenatal. Usted tiene el derecho a retirar su consentimiento, y
por tanto retirarse de esta investigacion, en el momento que lo estime conveniente. Al
hacerlo, usted no pierde ningun derecho que le asiste como paciente de esta institucion y la
calidad de la atencion médica que se merece, no se vera afectada. Si usted retira su
consentimiento, las muestras bioldgicas (que en este estudio corresponde a la placenta)

seran eliminadas y la informacion obtenida no sera utilizada.



220

Preguntas: Si tiene preguntas acerca de esta investigacion puede contactar al Sr. Enrique
Guzmén-Gutiérrez en el teléfono 02-3548120, o al Dr. Luis Sobrevia (tutor de este
proyecto de tesis doctoral) al teléfono 02-3548118.
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Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado el proposito de esta investigacion biomédica, los procedimientos, los

riesgos, los beneficios y los derechos que me asisten a mi y a mi hijo/hija.

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzada a hacerlo.

Se me entregara una copia firmada de este documento.

Nombre participante Firma Fecha
Nombre Investigador Firma Fecha
Nombre Representante Firma Fecha

Institucional
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Embarazadas con patologia asociada

Titulo de las investigacion: “La regulacion del transporte de L-arginina via hCAT-1 por
insulina involucra activacién diferencial de los subtipos A y B de receptores de insulina y
receptores de adenosina en células endoteliales de vena umbilical humana de diabetes

gestacional”

Investigador responsable: Enrique Guzman-Gutiérrez

Dr. Luis Sobrevia L. (Tutor tesis doctoral)

Departamento: Obstetricia y Ginecologia, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

El proposito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar, 0 no

participar, en una investigacion biomédica.

Objetivo de la investigacion: Se estudiara el efecto de insulina y adenosina sobre la
funcion del endotelio de la vena umbilical de embarazos con diagnéstico de diabetes
gestacional. Por tener usted un embarazo diagnosticado con diabetes gestacional, la

invitacion es a participar como parte del grupo de embarazadas con patologia asociada.

Procedimientos de la investigacion: Para lograr el objetivo de la investigacion, se
recolectara la placenta de pacientes mayores de 18 afios de edad, diagnosticadas con
diabetes gestacional, con feto unico y edad gestacional >37 semanas. Este diagnostico sera
hecho durante el control prenatal, donde las embarazadas serdn evaluadas por personal
calificado mediante una prueba de sobrecarga oral a la glucosa (75 gramos en ayuno) a las
26-28 semanas. Las embarazadas con glicemia de ayuno <90 mg/dL y >140 mg/dL post
carga (2 hrs) seran diagnosticadas con diabetes gestacional y manejadas clinicamente con
un régimen de 200 gramos de hidratos de carbono al dia, siendo este grupo candidatas para

la obtencidn de muestras, de acuerdo a los criterios utilizados en el Hospital Clinico de la
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Universidad Catdlica. Por tales criterios, pacientes con diabetes gestacional en tratamiento
con insulina, que presenten resistencia a insulina, en tratamiento con hipoglicemiantes,
diagnosticadas con pre-eclampsia, sindrome hipertensivo del embarazo, retardo del
crecimiento intrauterino, corioamnionitis clinica, colestasia intrahepatica del embarazo,
isoinmunizacion Rh o D, presencia de meconio en el liquido amnidtico, diabetes pre-
gestacional o alguna patologia cronica seran excluidas de esta investigacion. Las placentas
obtenidas no seran almacenadas para futuros estudios, pues seran utilizadas
exclusivamente para realizar cultivos de células endoteliales derivadas de la vena

umbilical. Tampoco se realizaran estudios genéticos.

Beneficios: Usted o familiares no se beneficiaran por participar en esta investigacion.

Riesgos: La toma de muestra de este tejido no involucra ningun riesgo para usted o su
hijo/hija, puesto que las muestras son obtenidas de la placenta, que es un tejido que luego
del nacimiento de su hijo/a es expulsado fuera de su cuerpo y después del parto no tiene

ninguna utilidad ni para usted ni para su hijo/a.

Costos: Su participacion no tiene ningun costo econémico para usted. Todos los costos de

la investigacion seran asumidas por los investigadores.

Compensaciones: Este estudio no contempla compensaciones para usted o su hijo/hija.

Confidencialidad de la informacion: La informacion obtenida se mantendra en forma
confidencial. Es posible que los resultados obtenidos sean presentados en revistas y
conferencias médicas, sin embargo sus datos personales (nombres, informacion de

contacto, etc.) los datos de su hijo/hija o familiares no seran en ningun caso divulgados.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria y se le
consultard durante el control prenatal. Usted tiene el derecho a retirar su consentimiento, y
por tanto retirarse de esta investigacion, en el momento que lo estime conveniente. Al

hacerlo, usted, su hijo/hija o familiar, no pierde ningun derecho que le asiste como paciente
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de esta institucién y la calidad de la atencion médica que se merece, no se vera afectada. Si
usted retira su consentimiento, las muestras bioldgicas (que en este estudio corresponde a

la placenta) serén eliminadas y la informacion obtenida no sera utilizada.

Preguntas: Si tiene preguntas acerca de esta investigacion puede contactar al Sr. Enrique
Guzmén-Gutiérrez en el teléfono 02-3548120, o al Dr. Luis Sobrevia (tutor de este

proyecto de tesis doctoral) al teléfono 02-3548118.
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Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado el proposito de esta investigacion biomédica, los procedimientos, los

riesgos, los beneficios y los derechos que me asisten a mi y a mi hijo/hija.

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzada a hacerlo.

Se me entregara una copia firmada de este documento.

Nombre participante Firma Fecha
Nombre Investigador Firma Fecha
Nombre Representante Firma Fecha

Institucional



