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RESUMEN

La diabetes mellitus es una patologia que afecta a millones de personas a nivel mundial.
Durante el embarazo de mujeres con diabetes franca existe una elevada posibilidad de que
se presenten malformaciones congénitas, estas anomalias se encuentran principalmente
asociadas al sistema nervioso y corazon. La hiperglucemia es el principal promotor de la
embriopatia diabética, debido en parte a que ocasiona, entre otras cosas, un desbalance
en el sistemaredox de las células, aumentando el estrés oxidativo a raiz de un incremento
en la formacién de productos de glicacion avanzada, lo que afecta diversas vias de
senalizacion durante el periodo de organogénesis, fase en que el embrién es mas
vulnerable a cualquier tipo de teratdgeno.

Por otro lado, la familia de genes Pax codifica para factores de transcripcién que estan
altamente relacionados con el desarrollo temprano y la especificacion de tejidos. Pax3 es
uno de los genes mas estudiados en la embriopatia diabética; debido a sus implicaciones
en el desarrollo cardiacoy del sistema nervioso, asi como en la especificacion y migracion
de las células de la cresta neural. Muchos trabajos muestran que agentes antioxidantes
como las vitaminas E y C, el acido fdlico, el resveratrol, y otras moléculas como las
poliaminas pueden mejorar las condiciones de desarrollo de un embridon expuesto a altas
concentraciones de glucosa. Las poliaminas son moléculas de naturaleza policationica
presentes en plantas, animales y microorganismos, que se han visto involucradas en
procesos como desarrollo, crecimiento, senescenciay respuesta a estrés. Las poliaminas
espermina y espermidina han sido propuestas como moléculas candidatas para combatir

los efectos adversos de un ambiente hiperglucémico durante el desarrollo.

Estadisticamente la incidencia de malformaciones congénitas aumenta cuatro veces entre
los ninos de madres con diabetes pregestacional, en comparacién con embarazos
normoglucemicos, por esta razén es de suma importancia encontrar solucion a este

problema.

El propésito de este trabajo fue evaluar la capacidad embrioprotectora de la esperminay
espermidina contra a los dafios morfolégicos en embriones de rata en cultivo en presencia
de concentraciones altas de glucosa, y dilucidar si el efecto de la glucosay estas moléculas
es mediado por cambios en la expresion del gen Pax3.

Para cumplir nuestro propésito, se cultivaron embriones post-implantacionales de rata (dia

10 de edad gestacional) en medio control (Ctl), medio suplementado con glucosa 500 mg/dL



(Glc), medio suplementado con glucosa mas espermidina 25 uM (Spd) y medio
suplementado con glucosa mas espermina 25 uyM (Spm) por 24 h a 37° C. Se evaluaron los
cambios morfoldgicos, se determind la expresion de la proteina y mensajero de Pax3 por
inmunohistoquimica y qPCR tiempo real, y la muerte celular (apoptosis) se evalué por
TUNEL.

Por medio del analisis morfoldgico hallamos que las concentraciones elevadas de glucosa
afectan significativamente el desarrollo del embridn, alterando principalmente: el diametro
del saco vitelino, la longitud del embrion, la longitud céfalo-caudal y el numero de somitas
presentes. En contraste, los embriones tratados con las poliaminas espermina y
espermidina presentaron similitud con el grupo control en los parametros antes

mencionados.

Por lo que respecta a Pax3, la expresion tanto de la proteina como del mensajero decayé
significativamente en el grupo tratado con alta glucosa en relacion al control. En contraste
en los embriones tratados con poliaminas, espermidina y espermina, pese a que la
expresion de Pax3 fue mayor a la del grupo glucosa, nunca se alcanzaron los niveles de
expresion del grupo control.

Por otro lado, la apoptosis fue determinada en todos los grupos excepto en el control, cabe

destacar que el mayor dafo se observo en el grupo con alta concentracion de glucosa.

Todos estos resultados nos permiten suponer que Pax3 es un miembro importante en la
induccion del proceso teratdgeno en la embriopatia diabética, y que las poliaminas
espermina y espermidina podrian ser utilizadas como moléculas protectoras, ante los
efectos de la glucosa en individuos en proceso de desarrollo.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a pathology that affects millions of people worldwide. During pregnancy,
women with diabetes mellitus have a high risk of congenital deformities or malformations in
the fetus. Statistics shown that this situation increases four times more for children when the
mother has diabetes mellitus in the stage of pregnancy that children of healthy women. The
malformations have more frequently found in the nervous system and the heart.
Hyperglycemia is one of the principal factors in diabetic embryopathy. It may be a factor
because it causes between other manifestations, an imbalance in redox system in the cells,
increase of oxidative stress and in the formation of advanced glycation end-products, this is
because hyperglycemia affect different routes of signaling during the stage of
organogenesis, the developmental stage in which the embryo is more vulnerable to any kind
of teratogen.

In the other hand the family of Pax genes encodes for transcription factors that are highly
related to early development and tissue specification. Pax3 is one of the most studied genes
in diabetic embryopathy; due to its implications in cardiac and nervous system development,
as well as in the specification and migration of neural crest cells. Many studies show that
antioxidant agents such as vitamins E and C, folic acid, resveratrol, and other molecules
such as polyamines can improve the development conditions of an embryo exposed to high
concentrations of glucose. Polyamines are molecules of polycationic nature present in
plants, animals and microorganisms, which have been involved in processes such as
development, growth, senescence and stress response. The spermine and spermidine
polyamines have been proposed as candidate molecules to ameliorate the adverse effects
of a hyperglycemic environment during development.

Statistically, the incidence of congenital malformations increases four times among children
of mothers with pregestational diabetes, in comparison with normoglycemic pregnancies, for
this reason it is very important to find a solution to this problem.

The purpose of the present work was to evaluate the embryoprotective capacity of spermine
and spermidine against morphological damage in rat embryos in culture in the presence of
high glucose concentrations, and to elucidate whether the effects of glucose and these
molecules are mediated by changes in the expression of the Pax3 gene. To fulfill our
purpose, rat post-implantation embryos (day 10 of gestational age) were cultured in control

medium (Ctl), medium supplemented with glucose 500 mg/dL (Glc), medium supplemented



with high glucose plus spermidine 25 pM (Spd) and medium supplemented with glucose
plus spermine 25 pM (Spm) for 24 h at 37° C. Morphological changes were evaluated, the
expression of the Pax3 protein and messenger were determined respectively by
immunohistochemistry and real time gPCR, and cell death (apoptosis) was evaluated by
TUNEL. Through morphological analysis we found that high glucose concentrations
significantly affect the development of the embryo, mainly altering yolk sac diameter, embryo
length, crown-rump length and somite number. In contrast, the embryos treated with the
spermine and spermidine polyamines showed similarity with the control group in the
aforementioned parameters.

With regard Pax3, the expression of both the protein and the messenger decreased
significantly in the group treated with high glucose in relation to the control group. In contrast,
in the embryos treated with polyamines, spermidine and spermine, although the expression
of Pax3 was greater than that of the glucose group, the parameter never reached the levels
of expression found in the control group.

On the other hand, apoptosis was determined in all groups except the control, it should be
noted that the greatest damage was observed in the group with high glucose concentration.

All these results allow us to suppose that Pax3 is an important member in the induction of
the teratogenic process in diabetic embryopathy, and that the polyamines spermine and
spermidine could be used as protective molecules against the effects of glucose in
developing individuals.



INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, con grados variables de
predisposicion hereditaria, ya que en su desarrollo participan diferentes combinaciones de
genes junto con factores ambientales. Es una alteracion del metabolismo caracterizada por
el aumento de los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por deficiencia
relativa o absoluta de la secrecion o accion, de la insulina (Secretaria de Salud, 2001), una
hormona peptidica secretada por el pancreas. Este padecimiento se caracteriza por
hiperglucemia croénica, y en general defectos del metabolismo de los hidratos de carbono,
proteinas y grasas. Los principales sintomas de la DM son la poliuria, la polidipsia, la
pérdida de peso, algunas veces polifagia y visién borrosa (Guzman-Juarez y Madrigal-
Bujaidar, 2003) Ademas, la hiperglucemia croénica se asocia con dafio a largo plazo de
varios organos, especialmente rifiones (nefropatia), ojos (retinopatia), nervios (neuropatia),

corazon (cardiopatia) y vasos sanguineos (Restrepo, 2000).

Clasificacion de la DM

La clasificacion actual de la DM, aceptada por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
esta basada en la propuesta por el National Diabetes Data Group (NDDG) en 1979. En ésta
se utilizan numeros arabigos, de formaque la DM de tipo 1 es la que antes se conocia como
dependiente de insulina, juvenil o tipo |, y la DM tipo 2 sustituye a la nombrada previamente
como no dependiente de insulina, del adulto o tipo Il. Ademas de introducir por separado a
la diabetes gestacional, la intolerancia a la glucosa y un grupo heterogéneo denominado
“otros tipos de diabetes”. Ya en 1997, una comision formada por expertos de la OMS y de
la American Diabetes Association (ADA), dio a conocer los nuevos criterios de clasificacion
(The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of diabetes mellitus, 1997), que
qguedaron reducidos a cuatro grupos resumidos en la tabla 1.



Tabla 1 Clasificacion de la Diabetes mellitus (Tébar y Escobar, 2009).

Tipo
DM tipo |

DM tipo I

Tipos
especfficos
de DM

DM
gestacional
(DMG)

Caracteristicas generales
Existen dos tipos: autoinmune (DMtipo 1a), e idiopatica (DM tipo 1b). Se
caracteriza por la destruccién de las células B pancreaticas, lo que
conduce a una deficiencia absoluta de insulina. Abarca entre el 5y el
10% de los casos.
Caracterizada por la deficiencia en la produccion de insulina y resistencia
a ésta, por lo general ambos fendmenos estan presentes. Es la mas
comun, representa mas del 90% de los casos.
Los signos y sintomas caracteristicos de estos padecimientos se
presentan de manera secundaria a enfermedades principales (defectos
genéticos de la funciéon de la célula B o en la accién de la insulina,
endocrinopatias, inducidas por farmacos o sustancias quimicas,
infecciones, enfermedades del pancreas exocrino, formas infrecuentes
de diabetes autoinmunes).
Se define como una alteracion del metabolismo de los hidratos de
carbono, de severidad variable, que se inicia o se reconoce por primera
vez durante el embarazo. Este término se aplica independientemente de
si se requiere 0 no insulina, o si la alteracién persiste después del
embarazo y no excluye la posibilidad de que la alteracion metabdlica este
presente después de la gestacion. Para algunos autores, se debe a casos
de DM tipo 2 que se disparan por la gestacién. Se presenta en
aproximadamente 5% de los embarazos de las mujeres consideradas

sanas hasta ese momento.

La DM durante el embarazo

La DM es considerada como la entidad metabdlica mas comun durante la gestacion, se

presenta aproximadamente en el 5% de los embarazos. El 90% de estas pacientes

presentan diabetes mellitus gestacional (DMG), es decir son mujeres con predisposicion

genética o metabdlica a la diabetes, incapaces de compensar adecuadamente los efectos

diabetogénicos del embarazo; el restante 10% esta conformado por mujeres con diabetes

ya diagnosticadas antes del embarazo (DM1, DM2 y otros tipos) y se denomina diabetes

franca pregestacional, o diabetes pregestacional (Restrepo, 1992).



La incidencia de malformaciones congénitas aumenta cuatro veces entre los nifios de
madres con diabetes pregestacional, debido al ambiente metabdlico alterado durante las
primeras semanas del embarazo, tiempo en el cual ocurre la organogénesis (Carpenter,
2007).

Se sabe que las hormonas que son secretadas durante el embarazo tienen efecto
diabetogénico porque producen alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos. Los
estrogenos, la progesterona, el lactdgeno placentario y el cortisol son antagonistas de la
insulina; por lo tanto, la captacion periférica y la utilizacion de la glucosa disminuyen.
Ademas de lo anterior, la placenta atrapa y destruye la insulina, lo que agrava el problema;
sin embargo, el pancreas tiende a producir mayor cantidad de insulina para mantener una

buena tolerancia a la glucosa (Malacara et al., 1977).

El embarazo diabetogénico es una condicion metabdlica de tipo oxidativa en que la unidad
feto-placentaria se forma a expensas de la madre (Acevedo et al., 2007). El ambiente
hiperglucémico e hiperlipémico que rodea al embrién genera sustancias con alta capacidad
para dafar la estructura de las biomoléculas y alterar las funciones en que ellas participan.
Dichas sustancias pueden provocar cambios en eventos de sefalizacién cruciales durante
determinados periodos del desarrollo, afectar la expresion de genes relacionados con la
morfogénesis y producir dafio estructural del material genético, mecanismos que han sido
implicados en la embriopatia diabética (Loeken, 2006).

La etiologia del efecto teratogénico del estado diabético no se conoce. Sin embargo, tanto
los factores ambientales (estado diabético materno y condiciones intrauterinas) como la
predisposicion genética parecen tener importancia en la embriopatia diabética, es decir, se
trata de un caso de interaccion entre el ambiente y el trasfondo genético del individuo.



ANTECEDENTES
Embriopatia diabética

Ademas de los factores hormonales inherentes al embarazo normal y en condiciones
patégenas, se ha reportado que la hiperglicemia materna es el principal factor en la
produccion de malformaciones congénitas (Allen et al., 2005; Cao et al., 2011; Fu et al.,
2006; Garescog et al., 2006; Gareskog y Wentzel, 2007; Guleria et al., 2006), aunque
existen otros factores metabdlicos adversos producidos en la DM, tales como cuerpos
cetdnicos, productos finales de glicacion avanzada, aminoacidos de cadena ramificada y
deficiencia de inositol (Hod et al., 1986; Strieleman et al., 1992; Weigensberg et al., 1990)
los cuales pueden tener efectos sinérgicos con la glucosa en la interrupcién del desarrollo
embrionario normal (Eriksson et al., 2000; Horton y Sadler, 1983; Hunter et al., 1987; Hunter
y Sadler, 1987; Moore et al., 1989).

Antes de la organogénesis el embrion avascular es fisiolégicamente hipdxico (2%-5% O2)
comparado con la circulacion materna (20% O2). El incremento de la masa celular causa un
estado fisiolégico de hipoxia que lleva a la activacion de genes que inducen la formacion
del sistema circulatorio fetal (Garcia y Garcia, 2009), cuando hay un aporte mayor de
glucosa desde la madre hacia el producto; antes de este suceso se obliga a los tejidos
embrionarios a consumir mas Oz2y como consecuencia hay un aumento en el metabolismo
oxidativo. Finalmente se tiene una alta produccion mitocondrial del radical superéxido, lo
que genera asi estrés oxidativo (Li et al., 2007; Wentzel et al., 2003).

En la cadena de transporte de electrones, las altas concentraciones de glucosa provocan
una interrupcion en el complejo lll, como consecuencia hay una oxidacion aumentada del
oxigeno molecular por la coenzima Q (Brownlee, 2001) conduciendo a la exagerada
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Aunado a un aumento en los niveles de ROS, también se ha encontrado que las defensas
antioxidantes del embrion se ven disminuidas a causade los altos niveles de glucosa (Sivan
etal., 1997; Weksler-Zangen et al., 2003; Zaken et al., 2001). Estas investigaciones llevaron
a la utilizacion de diferentes agentes antioxidantes para intentar frenar los defectos
congeénitos a causa de la embriopatia diabética, con los que se han obtenido respuestas
favorables. Por mencionar algunas de estas moléculas se encuentra la N-acetilcisteina
(Roest et al., 2007), el resveratrol ( Singh et al., 2011) el &cido a-lipoico (Ghafli et al., 2004;
Sugimura et al., 2009), la vitamina E (Cederberg et al., 2001; Gareskog et al., 2006; Wentzel



et al., 2005; Zaken et al., 2001) el acido folico (Garescog et al., 2006; Wentzel y Eriksson et
al., 2005; Zabihi et al., 2007) la vitamina C (Cederberg et al., 2001; Zaken et al., 2001) el

acido alfa-linolénico (Chirino-Galindo et al., 2017) y las poliaminas esperminay espermidina
(Méndez y Palomar-Morales, 1999; Chirino-Galindo et al., 2009, 2012).

La descompensacion provocada por la DM alrededor del periodo de organogénesis ha sido
relacionada con un espectro de alteraciones del desarrollo que incluye: anomalias del
sistema nervioso, cardiovascular, renal, sistema esquelético, retardo en el crecimiento y
aborto (Garcia y Garcia, 2009), siendo los dos primeros los mas frecuentes y devastadores.

Los defectos congénitos mas comunes incluyen espina bifida, anencefalia y microcefalia en
el sistema nervioso central (SNC) y defectos del septo ventricular, defectos del tabique
interauricular, transposicion de las grandes arterias y tetralogia de Fallot en el caso del
sistema circulatorio (Mills, 1982; Reece y Homko, 1994).

Modelos experimentales para estudiar la embriopatiadiabética

En humanos no se pueden realizar estudios para conocer la etiologia de la teratogénesis
producida por la DM, por razones tanto éticas como técnicas; por esta razon es necesario
recurrir a modelos experimentales.

Hay dos tipos de modelo que pueden utilizarse en la investigacion:

e In vivo, significa que se trabaja con el organismo vivo y en condiciones naturales
exceptuando las variables independientes a las que se someta al individuo. En este
caso, podemos hablar de la induccion de diabetes por exposicién a algun agente
viral (Salazar, 2008) o quimico (aloxana y estreptozotocina). También existen cepas
o lineas de animales que pueden desarrollar esta enfermedad espontaneamente,
sin embargo, son caras y en su mayoria son modelos de la DM2 y no siempre los
resultados obtenidos cuando son utilizadas pueden extrapolarse a la especie
humana.

e In vitro, se refiere a que se trabaja en un ambiente controlado fuera del organismo
vivo, con esto se pretende observar los efectos de cierto agente teratdégeno
directamente en el individuo sin que pase por el metabolismo materno (New, 1978).

El tiempo en el que debe hacerse el cultivo debe corresponder a las semanas 3 a 6



de embarazo en la especie humana, ya que un altisimo porcentaje de

malformaciones sucede durante el proceso de organogénesis (Mills, 1979).

Desarrollo embrionario de la rata durante los dias 10y 11 de gestacion

En esta etapa de desarrollo se puede observar que la primera bolsa faringea esta en
contacto con el ectodermo, y el segundo arco faringeo ha comenzado a evaginar. Las
vesiculas oticas ya estan presentes, aunque aun no es muy facil distinguirlas, mientras que
las vesiculas épticas son faciimente identificables.

Durante el dia 10 de gestacion en la rata se inicia un proceso conocido como neurulacion
o tubulacion, el cual da lugar a la formacion del sistema nervioso (SN) y durante su
desarrollo se desenvuelve a través de un programa codificado genéticamente, con el cual
se dan de manera secuencial en el tiempo una serie concatenada de procesos
embrioldgicos fundamentales que se inician con la induccion primaria y eventos asociados,
seguido por la neurulacién primaria; neurulacién secundaria; proliferacion celular; migracion
celular; agregaciones celulares; diferenciacion celular (neuronal, glial); establecimiento de
conexiones; muerte celular programada (apoptosis) y desarrollo progresivo de patrones
integrados (Carlson, 2005). Cualquier falla en el desarrollo de este programa puede alterar

la formacion de un sistema nervioso normal.

El SN es originado a partir del ectodermo, una porcion de esta capa germinal que se
encuentra en la zona dorsal esta destinada a convertirse en ectodermo neural y estas
células llegan a ser reconocibles por su aspecto columnar. Esta regidon del embridén es
denominada placa neural. El proceso por el cual este tejido forma un tubo neural (NT) (que
es el rudimento del sistema nervioso central), como ya se menciond, es denominado
neurulacion y un embridn que experimenta tales cambios es denominado una neurula. El
tubo neural formara el cerebro en la parte anterior y la medula espinal en la posterior
(Gilbert, 2005).

EINT se extiende por toda la longitud del embrién. En la region craneal forma mas tarde el
cerebro en desarrollo, y en la region espinal forma la médula espinal (Palmer, 2015).

La formacion del tubo neural en la rata comienza en el dia 9.5 después de la copula, el

borde mas dorsal de los pliegues neurales se enrolla gradualmente hacia adentro para



formar una estructura con forma de tubo, razén por la cual algunos autores prefieren el

término tubulacion.

Se da lugar a los neuroporos dorsal y neural a partir de la fusién dorsal de los margenes
laterales. Asi es comola placa neural comienza aformar el NT (Alvarez-Bolado y Swanson,
1996; Uylings, 1990). Los neuroporos son regiones abiertas del NT entre puntos de cierre.

El cierre del NT comienzaen tres puntos de cierre diferentes. El cierre 1 seinicia en el limite
lumbo-cervical, el cierre 2 se inicia en el limite mesencéfalo-prosencéfalo y el cierre 3 se
inicia en el limite rostral del prosencéfalo. Estos cierres se extienden rostral y caudalmente
a lo largo de la linea media (Palmer, 2015) (figura 1).

Conforme se cierra el neuroporo rostral se pueden observar las vesiculas cerebrales
primarias que son el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo (Kandel y Schwartz,
1991) existen controversias a cerca de este estadio, hay autores que localizan esta
visualizacién hasta el dia 12 (Uylings et al., 1990).

Durante el dia 10 de desarrollo el corazén se encuentra en forma de “bucle S inmaduro”
(Manner y Merkel, 2007). Los cuernos de los senos izquierdo y derecho, que eran simétricos
bilateralmente y que estan conectados a las auriculas primitivas, se han desplazado
parcialmente hacia la region cefalica y comienzan a adquirir una posicion ventral (Salazar
et al., 2012).

Durante este periodo la cresta neural se hace visible como una poblacion transitoria de
células, que se originan entre la placa neural y el ectodermo superficial. Las células de la
cresta neural pierden su caracter epitelial y adquieren caracteristicas mesenquimatosas,
transformandose en células migratorias (Basch et al., 2004).

Las células de la cresta neural migran distancias considerables para generar diversos tipos
celulares como son: el esqueleto craneofacial, células neuronales y gliales del sistema
nervioso sensorial simpatico y parasimpatico, células medulares de la glandula suprarrenal,
las leptomeninges y todos los melanocitos del cuerpo (Hall, 2008).



Figura 1. Formacion y cierre del tubo neural durante la neurulacion (Tomado de Blake y
Ziman, 2014).

Algunas de estas células son denominadas cresta neural cardiaca, ya que originan el
endotelio de las arterias del arco adrtico. Las células de la cresta neural cardiaca migran
hacia los arcos faringeos y entran al tronco arterioso para formar el tabique troncoconal,

gue separa el tronco arterioso en arteria pulmonar y aorta (Waldo et al., 1998).

Durante el dia 11 de gestacion el extremo anterior del suelo neural continda creciendo
rapidamente en direccion rostral. La notocorda internalizada ha reemplazado al suelo
notocordal, esta regiébn se denomina suelo precordal, se expande considerablemente y
contiene una mezcla de células asociadas con el suelo notocordal rostral y la membrana
orofaringea (Alvarez-Bolado y Swanson, 1996).

El tubo neural esta polarizado a lo largo de un eje dorso-ventral. En la médula espinal la
region dorsal es donde las neuronas sensoriales reciben los estimulos, mientras que en la
region ventral es donde residen las neuronas motoras y en medio residen muchas
interneuronas que actuan como estaciones de relevo entre ellas. La polaridad del tubo

neural es inducida por senales que provienen de su entorno mas inmediato: el patrén dorsal
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es impuesto por la epidermis y el patron ventral es inducido por la notocorda (Lopez-Juez,
20009).

Expresion genética durante la embriopatiadiabética

Diversas investigaciones han puesto de manifiesto que la exposicion de un embrién en
desarrollo a la hiperglucemia presente en un embarazo diabético induce alteraciones en la
expresion génica, lo que resulta en una sefalizacion celular aberrante y dismorfogénesis
(Reece et al., 2006). Estaanomalia en la expresion génica trae consigo modificaciones en
los perfiles transcripcionales del embrién, afectando asi programas especificos del
desarrollo (Pavlinkova et al., 2009).

Se sabe que incluso los genes expresados en el saco vitelino tienen un nivel de expresion
diferente, hay mas de 100 genes desregulados cuando hubo alguna exposicion a una alta
concentracion de glucosa. Entre estos genes se encuentran algunos involucrados con las
vias de sefalizacién de la insulina, calcio y de la proteina cinasa C (PKC) asi como de la
respuesta al estrés y crecimiento celular (Reece et al., 2006).

También en este proceso se involucran genes relacionados con la apoptosis y la
proliferacion celular, por ejemplo, el gen proapoptético BAX esta sobreexpresado, mientras

que el gen del factor de supervivencia celular, la cinasa Akt, esta disminuido (Reece et al.,
2005).

Ya directamente en el embrion, se ha visto que su exposicion a un ambiente similar al de la
diabetes materna, puede afectar la sefializaciéon via Wnty esto resulta en dismorfogénesis
caudal (Pavlinkova et al., 2008).

Las anormalidades en la expresion del gen TGFB estan relacionadas con defectos
cardiacos originados antes de la septacion; este mismo gen se ha encontrado desregulado
frente a un medio similar al que hay durante la embriopatia diabética (Zhao, 2010). Otros
genes relacionados con el desarrollo de la cresta neural cardiaca se han encontrado con
baja expresion en un modelo de embriopatia diabética, tales como PGP 9.5, NCAM, Bmp

4, Msx 1y Pax 3, esta mala expresion derivd en defectos congénitos cardiacos (Kumar et
al., 2007).

La baja expresion del gen Pax3 también ha sido vinculada con un aumento en la frecuencia

de malformaciones del tubo neural en modelos de embriopatia diabética (Phelan et al.,
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1997; Fine et al., 1999) y las diferentes malformaciones que resultan de la alteracion en la
expresion de este gen son cierres anormales del tubo neural, por ejemplo, exencefalia,
cierre cefalico incompleto y espina bifida (Salbaum y Kappen, 2010) También es
indispensable para la migracion de las células de la cresta neural cardiaca y para la

separacion de la via de salida cardiaca primitiva Unica en la aorta y las arterias pulmonares
(Morgan et al., 2008).

Implicacion de la familia de Pax en la embriopatiadiabética

Al igual que otros genes del control del desarrollo, las proteinas Pax actuan como factores
de transcripcion, ya que muestran actividad de unién al ADN en una secuencia especifica
y pueden activar la transcripcion (Mansouri et al., 1994).

Hasta el dia de hoy se han descrito nueve componentes de la familia Pax: que van desde
el Pax1 hasta el Pax9, los cuales estan divididos en cuatro grupos. La subclasificacion de
los genes Pax esta dada por la estructura de sus productos de traduccion. Todos constan
de un dominio de transactivacion y el “dominio pareado” que es un sitio de unién al ADN,
esta compuesto por los subdominios PAl y RED, cada uno tiene tres hélices en un motivo
hélice-giro-hélice (Chi y Epstein, 2002) (figura 2). Algunos miembros de la familia Pax
contienen adicionalmente un homeodominio de unién al ADN y/o un octapéptido. Los
miembros de la familia Pax se expresan en varios tejidos durante la ontogénesis. Hay
evidencia de su papel crucial en la morfogénesis, organogénesis, diferenciacion celular y
oncogénesis; estos datos se saben a partir de roedores mutantes y enfermedades humanas
(Monsouri et al., 1996). Sus principales funciones estan relacionadas con la especificacion

y el establecimiento del eje rostro-caudal asi como en el desarrollo del SNC (Bandin, 2016).

De manera general la mayoria de los genes Pax se encuentran manteniendo a las células
en un estado progenitor no apoptético hasta que las sefiales ambientales son capaces de
inducir la proliferacion o la plena diferenciacion y maduracion de la poblacion (Blake y
Ziman, 2014).

Durante la embriogénesis, Pax 1 y Pax 9 han sido encontrados con un patrén similar de
expresion en los arcos faringeos, y en las extremidades (Neubdser et al., 1995) en la region
ventromedial de los somitas, es decir, en los esclerotomas, siendo notorio que primero se
da la expresion de Pax 1y en seguida de Pax 9 y alo largo de la diferenciacion de estas

estructuras Pax 1 se expresa en la zona posterior y Pax 9 predomina en la zona
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ventrolateral (Deutsch et al., 1988; Ebensperger et al., 1995; Neublser et al., 1995; Peters

et al., 1995). Pax 9 también se ha encontrado en el desarrollo del paladar secundario y de
los dientes (Peters et al., 1998).

Figura 1. Estructura de los factores de transcripcion Pax (Tomado de Blake y Ziman,
2014).

Pax2, Pax5 y Pax8, son importantes en la region istmica y en la especificacion neuronal
rombencefalica y espinal. Pax 2 esta involucrado en el desarrollo del rifion, del SNC y en
del sistema auditivo junto con Pax 8; este ultimo también esta relacionado con la tiroides.
Pax 5 se ha encontrado también en linfocitos B (Eccles y Schimmenti, 1996; Macchia, 1998;
Nutt y Busslinger, 1999).

La expresion de Pax4 y Pax6 es fundamental en la formacion y el mantenimiento de
diversas estructuras como los ojos, el pancreas y el telencéfalo (Balczarek et al., 1997;
Kang y Krauss, 2010; Stuart et al., 1994). Se sabe también qu Pax6 se expresa
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tempranamente a lo largo de la regidon intermedioventral del tubo neural, genera

motoneuronas e interneuronas (Goulding et al., 1993).

Los genes Pax3 y Pax7 se expresan principalmente en células madre del musculo y en
regiones medias y caudales del SNC, asi también en la especificacion, migracion y
diferenciacion de las células de la cresta neural, y de manera mas aislada se han
encontrado participando en procesos de desarrollo de musculo esquelético, de la
vasculatura del corazén, del sistema nervioso entérico, los melanocitos y las células de
Schwann (Barr et al., 1996; Epstein, 1996; Hoth et al., 1993; Lang et al, 2000; Tassabehji
et al, 1992).

Generalidades de Pax3

Pax3 es uno de los genes mas estudiados para entender la embriopatia diabética, codifica
para un factor de transcripcién de unién al ADN que se expresa a partir del dia 8.5 en el
desarrollo embrionario de la rata. El gen codifica una proteina de 479 aminoacidos con un
M- de 56 kDa y contiene tanto el dominio pareado y un homeodominio (Goulding et al.,
1991). Sulocalizacion gendmica en humanos es 2g36.1 y en ratas es 933 y consisteen 9
exones (figura 3).

I Dominio pareado
I Homeodominio

Gen Pax3
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 3. Estructura del gen Pax3.

Este gen es expresado en somitas, tubo neural y células de la cresta neural (Goulding et
al., 1991). En los somitas, regula la migracion, diferenciacion y sobrevivencia de los
precursores miogénicos de tipo esquelético que daran lugar al diafragma y los musculos de
las extremidades y la lengua (Buckingham y Relaix, 2007).
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En la cresta neural es un factor de trascripcién critico para el desarrollo temprano y el
mantenimiento de las células troncales derivadas de ella; ademas se ha sugerido también
un papel crucial de este gen en la especificacion de los progenitores de linaje de la cresta
neural cardiaca (Nelms et al., 2011; Olaopa et al., 2011).

Con respecto al tubo neural se sabe que desregulacion en la expresién de Pax3, en
embriones en cultivo en un medio hiperglucémico, puede favorecer la ausencia de cierre
(Phelan et al., 1997). Existen varias teorias que pueden explicar este suceso, una de ellas
es la estimulacion de la degradacion de p53 a causa de una expresion normal de Pax3, por
lo que cuando este Ultimo esta desregulado a la baja, la proteina de p53 se incrementa
ocasionando apoptosis en la region neuroepitelial, dando lugar a la formacion de diferentes
defectos de tubo neural (Sanders et al., 2014).

Existen evidencias de que el estrés oxidativo presente durante un embarazo complicado
con diabetes es capaz de inhibir la expresion del gen Pax3 y propiciar asi defectos del tubo
neural (Chang et al., 2003) y de migracion de las células de la cresta neural cardiaca
(Morgan et al., 2008) lo que causa defectos del tracto de salida.

Poliaminas

Las poliaminas son pequefias moléculas organicas nitrogenadas, cargadas positivamente,
gue se encuentran en las células de todos los organismos y son consideradas moduladoras
del crecimiento y el metabolismo celular (Sabater, 2008). Son un grupo de aminas alifaticas
de bajo peso molecular, con grupos amino distribuidos de forma regular a lo largo de su
estructura y que a pH fisiolégico se encuentran en estado policationico (Ruiz-Cano et al.,
2012).

Estos compuestos nitrogenados presentan un sistema de cargas positivas a distancias
definidas y grupos alquilicos entre ellas, lo que les confiere la capacidad de establecer
interacciones mas fuertes y mas especificas que los cationes inorganicos (Thomas y
Thomas, 2001).

Las principales y mas abundantes poliaminas en organismos superiores son llamadas
putrescina, espermidina y espermina, conocidas por esto como “poliaminas fisiolégicas”.
Tienen un tamafio sucesivamente mayor, poseen 2, 3 y 4 grupos aminos, respectivamente.

La putrescina (1,4-diaminobutano) es el precursor de las poliaminas mayores, espermidina
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(1,8-diamino-4 azaoctano) y espermina (1,12-diamino-4,9-diazaoctano) (figura 4). Sin
embargo, también se han encontrado otras poliaminas minoritarias como diaminopropano,
cadaverina o agmatina tanto en procariotas como en eucariotas (Lépez-Contreras, 2008),
aunque al parecer son metabolitos intermedios durante los procesos de interconversiéon de

las poliaminas naturales.

Figura 4. Estructura de las poliaminas.

La sintesis de poliaminas en células eucaridticas se inicia con la descarboxilacion de
ornitina para producir putrescina en una reaccion catalizada por la enzima ornitina
descarboxilasa (ODC). A la putrescina a su vez se le puede afiadir enzimaticamente uno o
dos grupos aminopropilos para formar espermidina o espermina, respectivamente (figura
5). En estos casos el dador de grupos aminopropilos es la S-adenosil metionina
descarboxilada que se forma a partir de S-adenosil metionina. La degradacion intracelular
de poliaminas se inicia por un proceso de reconversion que consiste en dos etapas:
acetilacion y posterior oxidacion, o una reaccion directa de oxidacion (Algranati et al., 2006).

Diversas investigaciones han demostrado que las poliaminas presentan numerosas y
diferentes funciones con efectos potencialmente benéficos para el organismo, por
mencionar algunos: procesos como crecimiento, proliferacién y apoptosis celular,
maduracion del tracto intestinal, papel antioxidante, carcinogénesis y crecimiento de
tumores, alteraciones del estado cognitivo, entre otras (Ruiz-Cano et al., 2012).

Los niveles intracelulares de poliaminas son factores importantes en la proteccion de las
células de los efectos toxicos de oxigeno (Chattopadhyay et al., 2003) proponiendo asi un

efecto antioxidante. Estas moléculas también fungen como protectoras contra la apoptosis
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(lgarashi y Kashiwagi, 2010) asi como reguladoras de la expresion génica por medio de
diferentes mecanismos (Childs et al., 2003).

Figura 5. Metabolismo de las poliaminas (Tomado de Algranati et al., 2006).

Ha sido reportado que las poliaminas espermina, espermidina y putrescina pueden prevenir
las reabsorciones y los efectos embriotdxicos causados por una DM inducida por aloxana
en un modelo in vivo de rata (Méndez y Palomar-Morales et al., 1999), su efecto
embrioprotector también ha sido demostrado en modelos in vitro en los que el medio de
crecimiento del embriéon ha sido enriquecido con glucosa (Chirino-Galindo et al., 2009).
Esta glucosa en exceso a la que es expuesto el embribn causa un aumento en la
lipoperoxidacion y al ser administradas las poliaminas, la cuantificacion de las moléculas
finales de la peroxidacion resulta en valores similares a los normales ocasionando una
reduccion en el estrés oxidativo y manteniendo asi un medio conveniente para el desarrollo
normal de los embriones (Chirino-Galindo et al., 2012).

17



JUSTIFICACION

La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXI y en un reto de
salud global. Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud indican que, a nivel
mundial, de 1995 al 2003, casi se triplicd el nimero de personas que vivieron con diabetes,
mientras que, en 2014, segun el informe mundial de la Federacion Internacional de Diabetes
(2015), esta enfermedad afecté a mas de 422 millones de adultos en todo el mundo. La
mayoria de los casos se presenta en paises en vias de desarrollo.

La Federacion Mexicana de Diabetes (2014) reporté que en nuestro pais la DM ocupa uno
de los primeros lugares de causa de defunciones por afio. En 2014, cuatro millones de
personas estaban diagnosticadas con DM. Tanto en hombres como en mujeres las tasas
de mortalidad muestran una tendencia ascendente, con mas de 70 mil muertes y 400,000
casos nuevos anuales.

Debido a que es uno de los padecimientos mas frecuentes a nivel global, el numero de
mujeres embarazadas con DM franca (previa) también se ha incrementado y cerca de 60
millones de mujeres en edad reproductiva tienen DM en todo el mundo, se estima que para
el afo 2030, éste numero se duplicara (Dong et al., 2015).

En México, La Guia de Practica Clinica de la SSa (Secetaria de Salud, 2001) reconocié que
la DM pregestacional es un factor que incrementa la frecuencia de malformaciones
neonatales, y se propone comouna de las metas reducir la aparicién de ellas. El porcentaje
de malformaciones por DM franca pregestacional permanece cercano al 3.0 %, en
comparacion con el 1.5 % en la poblacion abierta, mientras que la mortalidad perinatal es
todavia dos veces mayor (Vitoratos et al., 2010).

Contodos estos antecedentes, surge la necesidad de controlar ademas de la glucos a, otros
factores bioquimicos, metabdlicos y hormonales durante el embarazo diabético, con el fin
de tratar de prevenir o por lo menos reducir la elevada frecuencia y severidad de
malformaciones y muerte perinatal en este tipo de embarazos. Para conseguir este objetivo,
se deben abordar varias estrategias: mejorar el diagndstico de las anomalias fetales o
neonatales; desarrollar tecnologias para reconocer las malformaciones tan pronto como se
presenten; asi comoimplementar programas de monitoreo y control metabdlico gestacional.
Sin embargo, el desarrollo de intervenciones terapéuticas no puede llevarse a cabo de la
manera adecuada si se desconocen los mecanismos celulares y moleculares que causan

la embriopatia diabética. La investigacion basica usando modelos animales ha aportado
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una cantidad considerable de informacion acerca de las manifestaciones de las anomalias

del desarrollo, pero todavia se requiere de mucha investigacion en el tema, puesto que hay
muchos factores participantes que permanecen sin dilucidar (Zhao y Reece, 2013).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM es considerada como la alteracién metabdlica mas comun durante la gestacién
(Restrepo, 1992). En el ambiente hiperglucémico al que se somete la unidad feto-
placentaria durante el embarazo que cursa con DM, el desarrollo embrionario es mas
propenso a derivar en malformaciones congénitas que son consecuencia de dafios en la
senalizacion y la expresion de genes involucrados en la organogénesis (Loeken, 2006), asi
como en la activacion de vias de apoptosis (Forsberg et al., 1998).

Existen evidencias de que el estrés oxidativo presente durante un embarazo complicado
con diabetes es capaz de inhibir la expresion del gen Pax3 y propiciar asi defectos del tubo
neural (Chang et al., 2003) y de migracion de las células de la cresta neural cardiaca

(Morgan et al., 2008) generando defectos del tracto de salida.

La etiologia del efecto teratdgenico de la diabetes no esta completamente dilucidada aun,
pero lo mas comun es encontrar investigaciones en donde las malformaciones congénitas
producidas por diabetes experimental son prevenidas en animales por administracién de
diferentes sustancias con capacidades antioxidantes como vitamina C y E (Cederberg et
al., 2001; Gareskog et al., 2006; Wentzel y Eriksson, 2005, Zaken et al., 2001), la N-
acetilcisteina (Roest et al., 2007), el resveratrol (Singh et al., 2011) el &cido a-lipoico (Ghafli
et al., 2004; Sugimura et al., 2009), el acido folico (Gareskog et al., 2006; Wentzel y
Eriksson, 2005; Zabihi et al., 2007), el acido alfa-linolénico (Chirino-Galindo et al., 2017) y
las poliaminas espermina y espermidina (Chirino-Galindo et al., 2009, 2012; Méndez y
Palomar-Morales et al., 1999).

Las poliaminas espermina y espermidina poseen un efecto embrioprotector en modelos in
vivo (Méndez y Palomar-Morales et al., 1999), e in vitro (Chirino—Galindo et al., 2009, 2012)
y aunque se ha propuesto que es a través de sus propiedades antioxidantes (Chirino-
Galindo et al., 2009) no se ha encontrado efecto de las poliaminas sobre la actividad o
expresion de las enzimas antioxidantes (Chirino-Galindo et al., 2012) por lo que no se puede
discriminarla idea de que su funcioén protectora sea a causa de alguna de sus muchas otras
caracteristicas, ya que son moléculas sumamente versatiles.
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HIPOTESIS

Esta plenamente demostrado que el embarazo diabético aumentan las posibilidades de
tener un hijo con malformaciones congénitas, siendo las mas comunes las que estan
relacionadas con el sistema nervioso y cardiaco. La teoria mas aceptada en cuanto al
elemento que induce la embriopatia diabética es el estrés oxidativo generado a partir de un
aumento de glucosa en el ambiente de desarrollo del embrion.

Por lo anterior se espera que la incubacion de embriones de rata en medio con elevada
concentracion de glucosa provocara un incremento en la frecuencia de malformaciones y
aumento de la apoptosis en las regiones de tubo neural y cardiaca, debido a una
desregulacion del gen Pax3. La adicion de espermina y espermidina contribuira a reducir la
severidad y la frecuencia de malformaciones, asi como al mantenimiento de los niveles de
la expresién del gen Pax3, por ende se reducira la apoptosis.
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OBJETIVOS

General

Evaluar in vitro el desarrollo normal de embriones de rata y su correlacién con la expresion

de Pax3, en presencia de poliaminas (espermina y espermidina) y altas concentracion de

glucosa

Particulares

Describir las malformaciones de los embriones de 10 dpc cultivados en medio con
elevadas concentraciones de glucosa y poliaminas.

Determinar los cambios de expresion de la proteina y mensajero de Pax3 en
embriones de 10 dpc cultivados en medio con poliaminas en presencia de una
elevada concentracion de glucosa.

Evaluar in situ, la presencia de muerte celular (apoptosis) en embriones de 10 dpc

cultivados en medio con poliaminas y elevadas concentraciones de glucosa.
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METODOLOGIA
Sujetos experimentales

Para la obtencién de los embriones se utilizaron ratas hembra y macho de la cepa Wistar
en edad reproductiva, de entre 250 y 300 gramos. Posterior a la copula de 24 h, se
realizaron frotis vaginales a las hembras, la presencia de espermatozoides fue considerado
como tiempo cero de la gestacion. Las ratas gestantes fueron separadas del resto, y se
mantuvieron en condiciones normales de temperatura y humedad, con alimento y agua ad
libitum hasta el dia 10 u 11 de gestacion, como lo indicé la NOM-062-Z00-1999. Las

hembras se sacrificaron de acuerdo al disefio experimental.

Preparacion del medio de cultivo

A partir de sangre periférica obtenida sin anticoagulante de ratas Wistar adultas, machos y
hembras pie de cria retirados, se obtuvo el suero inmediatamente sin permitir la
coagulacion, mediante centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos, y se congel6 a -20°C
hasta el momento de ser utilizado.

Para la preparacion de los medios, el suero se descongeld6 y se inactivd por calentamiento
a 56°C durante 30-45 minutos, con la finalidad de inactivar el sistema del complemento, y
potenciales inhibidores de crecimiento celular desconocidos. EI medio control se prepar6 a
partir de suero inactivado al 80% en solucién salina, y suplementado con 1000 U/mL de
penicilina (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA) y 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma
Chemical Co., St Louis MO, USA). La concentracion de glucosa en este medio es cercana
a 100 mg/dL (Chirino, 2007) Para el medio suplementado, se adiciono glucosa (Sigma
Chemical Co., St Louis MO, USA) a partir de una solucién concentrada para dar una
concentracion final cercana a 500 mg/dL. Los medios con poliaminas se suplementaron con
espermidina o espermina (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA) hasta obtener una
concentracion final de 25 pM.

Todos los medios preparados se filtraron empleando una membrana de 0.22 um de poro
(Millipore, Darmstadt, Alemania) en condiciones de esterilidad, y se almacenaron a -20°C
hasta el momento de su uso.
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Cultivo de embriones

Las ratas de 10.5 de gestacion, fueron anestesiadas con éter etilico y sometidas a
laparotomia para la obtencion del utero, posteriormente fueron sacrificadas por dislocacién
cervical. Inmediatamente los embriones fueron obtenidos en condiciones estériles y
colocados individualmente en microtubos de plastico con capacidad de 2.0 mL, con 1.0 mL
del medio correspondiente (previamente gasificado durante 3-5 minutos con una mezcla de
02:C0220%:5% en balance de nitrégeno). Los embriones se incubaron por rotacion a 30
rom, a 37°C, durante 24h, empleando un Rotocell®.

Andlisis morfolégico

Al finalizar la incubacién, los embriones fueron examinados, empleando un microscopio
estereoscopico. El analisis morfolégico consistio en la cuantificacién de somitas, la longitud
céfalo-caudal, el diametro del sacovitelino, el diametro de cabeza, y la presenciao ausencia
de latido del corazén. Se midio el indice o score morfolégico (Klug et al., 1985) modificado
por Chirino (2007), basado en diferentes parametros que se muestran en la tabla 2. Se
tomaron fotografias (aprox. 3) de todos los embriones, mientras conservaban el latido
cardiaco.

Con el fin tener parametros de comparacion se obtuvieron embriones de 11.5 dpc como
control externo (Ctr 11).
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Tabla 2. Registro morfologico de los embriones. (Klug et al., 1985 modificada por Chirino,

2007).

Parametros

Forma del

embrion

Desarrollo de
tubo neural

Formade la
cabeza

Desarrollo

del ojo

Desarrollo

del oido

Desarrollo de
miembros
anteriores

Desarrollo de
miembros
posteriores

Desarrollo de la
cola

Presencia de

sangre

REGISTRO EMBRIONARIO
TOTAL

Puntos
5

a OO N W b~ OO OO N W DA OO N WOWDN WP~ OO

N

N W AN W B oo

Significado
Flexion completa, embrion en forma de “G”
Flexion casi completa, embrion en forma de “C’
Flexion incompleta, embrién en forma de “I’
Completamente cerrado
Neuroporo caudal abierto
Neuroporos craneal y caudal abiertos
Neuroporo craneal abierto
Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura
No hay separacion entre telencéfalo y diencéfalo
Parpado superior presente
Bolsa del cristalino presente
Vesicula optica presente
Sulcus optico presente
Primordio ocular ausente
Saco endolinfatico presente
Receso dorsal presente
Vesicula otica presente
Fosas oticas presentes
Fosas odticas ausentes
Completo
Primordio de extremidad (longitud mas del doble que la base)
Primordio de extremidad (longitud igual o mayor, pero menor que el doble
de la base)
Rudimento de extremidad (longitud menor que la de la base)

Ausencia de primordio

Ver “desarrollo de miembros anteriores”

Cola alargada y se pueden reconocer los somitas de la cola
Cola alargada, pero no se reconocen los somitas
Primordio de la cola
Ausencia de primordio de la cola
Circulacion sanguinea reconocible
Islotes sanguineos reconocibles
No hay indicacion de la formacién de sangre
SUMA DE LOS DIGITOS ASIGNADOS (MAXIMO 50
PUNTOS)
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Inmunofluorescencia y ensayo TUNEL

Para este fin, algunos de los embriones postcultivo se fijaron en paraformaldehido al 4% en
PBS frio durante 24 h. Posteriormente el material fue deshidratado con alcoholes
ascendentes. Para el proceso de aclaramiento se emple6 aceite de cedroy cloroformo. Los
embriones fueron incluidos en Paraplast Plus (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania). Los
bloques fueron cortados a 8 um empleando un micrétomo de rotacion RM2125RTS (Leica
Biosystems, Wetzlar, Alemania), los cortes se colocaron en portaobjetos tratados
previamente tratados con poli-L-lisina (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA). Las
laminillas se desparafinaron a 60°C por 60 min y fueron rehidratadas con alcoholes
ascendentes. La técnica de apoptosis fue realizada siguiendo las especificaciones del
fabricante, empleando el kit de TUNEL (ApopTag, Merck, Darmstadt, Alemania),
consecutivamente el anticuerpo primario de Pax3 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA) fue adicionado y las laminillas se incubaron toda la noche en una camara
humedad a 4°C, el reconocimiento de Pax se realiz6 a través de la incubacion de anticuerpo
secundario acoplado al fluoréforo Alexa 595 durante 4 h. Los nucleos se contrastaron con
DRAQ?7 (Biostatus Limited, UK) por 20 minutos. Las laminillas fueron observadas en
microscopio confocal modelo Axiovert 100M (Zeiss, Oberkochen, Alemania), empleando

PBS-glicerol como medio de montaje.

Extraccion de RNA

Posterior al cultivo, los embriones fueron congelados inmediatamente en nitrégeno liquido,
y se almacenaron a -80°C en un ultracongelador REVCO, hasta su uso, que por lo general
fue dentro de las dos semanas después de la obtencion de los mismos. La extraccion del
ARN se llevo a cabo mediante el método de tiocianato de guanidina, utilizando el reactivo
Trizol (Ambion, Thermofisher, USA), de acuerdo al instructivo. De manera individual, los
embriones fueron homogeneizados en frio y lisados con 1 mL de Trizol. Para la extraccion
del acido nucleico, a cada una de las muestras seles agregaron 200 pL de cloroformo grado
biologia moleculary se mezclaron en vortex por 30 segundos, se dejaron reposar por 3 min
y se centrifugaron a 12,000 g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa fue trasferida a un
microtubo eppendorf de 1.5 mL. Se agregaron 500 pL de isopropanol y se dejaron reposar
a -20°C toda la noche para favorecer la precipitacion de ARN. Al siguiente dia, las muestras
se centrifugaron a 12,000 g por 10 mina 4°C y se decanté el sobrenadante. Para el lavado
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del boton de ARN, se les agregd, 1 mL de etanol al 75% a cada una de las muestras, se
mezclaron en vortex, se centrifugaron a 7500 g por 5 min a 4°C, y se decanté
completamente el sobrenadante. El lavado del boton de ARN se repiti6 dos veces mas.
Finalmente, el acido nucleico se dejé secar al aire por no mas de 10 minutos a temperatura
ambiente. El botén se rehidrato con agua libre de RNasas, incubando las muestras por 10
minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se dejo secar en un bloque térmico por
15 min a 55°C (Chomczynski, 1993). La concentracion del ARN se midié mediante
absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro de luz ultravioleta. El cociente A260/A280
se utiliza para determinar el grado de contaminacién proteica, considerando como valores
adecuados un cociente entre 1.8y 2.2.

Sintesis del cDNA

La reaccion de transcripcion inversa se llevé a cabo en un volumen final de reaccién de 20
ML, utilizando como iniciadores hexanucleétidos al azar y taq polimerasa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Un microgramo de ARN disuelto en
agua se incubo durante 10 min a 70°C para su desnaturalizaciéon. Posteriormente se anadio
la mezcla de la reaccion, la cual contenia: amortiguador (MgClz 4 mM), hexanucleétidos al
azar (25 ug/ul), inhibidor de RNasas (20 U), dNTPs (1 mM), y transcriptasainversa (100 U).
Todos los reactivos de esta técnica correspondieron a un kit de la marca Promega (Madison,
Wisconsin, Estados Unidos). La reaccion se mantuvo durante 5 mina temperatura ambiente
y después se incubo durante 1 hora a 42°C, seguido de 15 minutos a 70°C. Por ultimo, se

agrego a cada tubo 30 pL de agua y se guardo a -20°C hasta el momento de su uso.

PCR tiempo real

Con la finalidad de medirla expresion del gen Pax3, se realizé la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en un sistema Mx30005Tm QPCRYy se
analizé con un programa MxPro QPCR version 3.00. Se utilizé Syber Green (Applied
Biosystem, Foster City, California, Estados Unidos) como fluorocromo. Las secuencias de
todos los iniciadores se disefiaron mediante el programa Primer3. Se utilizaron las
secuencias FW: ACCAGG CAT GGA TTT TCAAG y RV: ACC GTG GTT GGT CAG AAG
TC. También se analiz6 la expresion del gen constitutivo GAPDH con las secuencias FW:
ATG GTG AAG GTC GGT GTG AAC y RV: GAA GGC AGC CCT GGT AAC C. Lareaccion
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de amplificacion se realizé en un volumen final de 20 pl, la cual contenia: Syber Green
(concentracion final), iniciador FW (0.8 pL) (IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos), iniciador
RV (0.8 yL) (IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos) y 100 ng de ADN complementario. Las
condiciones de amplificacion mas adecuadas se consiguieron realizando un primer ciclo de
incubacién 10 min a 95°C; seguido de 40 ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s y 72°C por
30s; las temperaturas de la curva de disociacion fueron 95°, 55°, 95°. La cuantificacion
relativa se realizé comparando el nivel de expresion de Pax3 y la expresion del gen
constitutivo GAPDH. El andlisis de los datos se realiz6 mediante el método AACt. Este
método utiliza el valor del ciclo umbral (CT) generado del sistema de QPCR (Livak y
Schmittgen, 2001).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron empleando el programa MINITAB version 17. Los
datos morfolégicos con escala cuantitativa fueron presentaron en graficas de barras
representando el promedio + desviacion estandar con un valor p<0.05. Las diferencias
estadisticas se establecieron por ANOVA para las mediciones cuantitativas y para los datos
semicualtitativos se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis.

En el casode la presencia de Pax3 y de apoptosis los datos presentados se obtuvieron de
manera observacional, tomando en cuenta las areas mas representativas de

aproximadamente 5 fotos por corte histologico.

La expresion relativa de Pax3 se determind por el método de AACHt, las diferencias
significativas se establecieron por ANOVA paramétrica a partir de las medias estadisticas
de los datos obtenidos con un valor p<0.05.
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RESULTADOS
Andlisis e indice morfolégico

Por medio de la observacion directa a los embriones después de ser cultivados durante 24
horas en diferentes medios, se determind que los individuos expuestos a altas
concentraciones de glucosa presentaron como rasgos principales retraso en el crecimiento
y una torsién antinatural, ademas de fallas en el cierre del tubo neural, y en el desarrollo
cardiaco, en comparacion con los embriones cultivados en presencia de las poliaminas,
quienes mostraron un nivel de desarrollo mucho mas similar al observado en los
especimenes del grupo control, exhibiendo una torsion normal, asi como un desarrollo de
tubo neural y cardiaco correspondiente a la edad gestacional (figura 6).

Para poder comprender el dafno que generd el exceso de glucosa en el desarrollo del
embridn y visualizar efecto protector de las poliaminas espermina y espermidina, se realizoé
un minuciosoanalisis morfolégico semicuantitativo, que incluyé el diametro del saco vitelino
(figura 7A), la longitud céfalo-caudal (figura 7B), la longitud de la cabeza (figura 7C) y conteo
de los somitas (figura 8A), ademas del indice morfoldgico (Klug et al. 1985) (figura 8B). De
esta manera encontramos diferencias significativas en el grupo tratado con glucosa
respecto al grupo control (p < 0.001) y los grupos de espermina y espermidina (p < 0.001).
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Figura 6. A. Control. B. Glucosa. C. Glucosa + espermina. D. Glucosa + espermidina.
Embriones de 10 dias de gestacion cultivados 24 horas in \Vitro. Los embriones fueron
observados en un microscopio estereoscopico con un aumento de 4x. 1. Tubo neural.

2. Corazon. 3. Somitas.
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Figura 7. A. Diametro del saco vitelino. B. Longitud cefalo-caudal. C. Longitud de la
cabeza. Los embriones fueron cultivados por 24 h, posteriormente se observaron en un
microscopio estereoscopico con un aumento de 4x. Promedio + error estandar de 20
determinaciones. El grupo “Glc” es estadisticamente diferente del control, p<0.05. Los
grupos con poliaminas son estadisticamente diferentes del de glucosa. Ctl: control; Glc:

glucosa; Spm: glucosa + espermina; Spd: glucosa + espermidina.
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Figura 8. A. Nimero de somitas. B. indice morfolégico. Los embriones fueron cultivados
por 24 h, posteriormente se observaron en un microscopio estereoscépico con un
aumento de 4x. Promedio * error estandar de 20 determinaciones. El grupo “Glc” es
estadisticamente diferente del control, p<0.05. Los grupos con poliaminas son
estadisticamente diferentes del de glucosa. Ctl: control; Glc: glucosa; Spm: glucosa +

espermina; Spd: glucosa + espermidina.
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Analisis de la expresion de Pax 3 y apoptosis en embriones de rata cultivados in
vitro

En la figura 9, puede observarse un corte longitudinal de embrién de grupo control con la
finalidad de tener una idea de que zonas fueron las estudiadas.

Con respecto a las caracteristicas del tejido puede apreciarse que en ambos controles los
nucleos se encuentran mejor organizados y uniformes, mientras que en los grupos
expuestos a glucosa se observan nucleos poco regulares en tamano y forma, asi como una
segregacion poco habitual, indicando que en estos casos los tratamientos con poliaminas
no fueron suficientemente efectivas para evitar el dano.

Las observaciones realizadas en la region del tubo neural (figura 10) mostraron que la
proteina de Pax 3 en los grupos controles se encuentra de manera citoplasmatica, mientras
que en los cortes de los individuos expuestos a altas concentraciones de glucosa, con o sin
poliaminas, se observan en regiones nucleares. La apoptosis se visualizé principalmente
en los grupos expuestos a altas concentraciones de glucosa, con o sin poliaminas, y fue
notoria una reduccion en la frecuencia de aparicion de esta en el grupo adicionado con
glucosa + espermina.

En cuanto a la zona cardiaca (figura 11) la localizacion de la proteina de Pax 3 se observé
de manera citoplasmaticaen los grupos controles, y al igual que en la region de tubo neural,
en los individuos cultivados con altas concentraciones de glucosa, Pax3 se observo en los
nucleos. La apoptosis se encontré con el mismo comportamiento que en la zona de tubo
neural y se vi6é disminuida en el grupo tratado con espermina.

También pudimos observar que contario a lo esperado, existe una co-localizacion de Pax3
y sefial de TUNEL en los casos de los grupos tratados con glucosa, incluso en los
adicionados con poliaminas, lo que indica que aun cuando hay expresién de Pax3 estas
células son propensas a sufrir apoptosis. Todo lo anterior se observé tanto en cortes
cardiacos como de tubo neural.

Es importante resaltar que si bien el grupo tratado con espermina y el tratado con
espermidina se presentan de manera anormal, existe una gran diferencia en cuanto a la

cantidad de células apoptéticas, siendo el grupo adicionado con espermina el menormente
afectado por este proceso.

33



Figura 9. Esquema panoramico de las regiones analizadas para Pax3 y apoptosis.
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Figura 10. Inmunofluorescencia para Pax3 y TUNEL para observar apoptosis. Regién

cefalica en plano frontal. Aumento 40X, la escala representa 50 pm.
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Figura 11. Figura 10. Inmunofluorescencia para Pax3 y TUNEL para observar apoptosis.

Regién cardiaca en plano frontal. Aumento 40X la escala representa 50 pm.
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Andlisis de la expresion del mensajero de Pax3 en embriones de rata cultivados in

vitro

La expresion del mensajero de Pax3 se evalu6 en todos los grupos. Los CTs de todos los
grupos cultivados, al ser normalizados con la expresion obtenida en el grupo Ctl 11
evidencié que, aunque el cultivo in vitro es éptimo para el crecimiento de embriones
destinados a la investigacion, no es capaz de igualar al 100% la expresién genética del
individuo en desarrollo en un medio in vivo, al menos esto se observé con respecto a la
expresion del gen Pax3 (Figura 12A).

En cuanto a la expresion de Pax 3 en los grupos cultivados en altas concentraciones de
glucosa con o sin poliaminas, normalizados con los datos obtenidos en el grupo control
cultivado, revel6 una reduccion en la expresion del mensajero en el grupo de alta glucosa,
comparada con el resto de los grupos. Los grupos suplementados con las poliaminas
mostraron una recuperacién en la expresion de Pax 3, y aunque no se encontraron
diferencias estadisticas, se observa que este efecto es mas notorio en el grupo adicionado
con espermina (Figura 12B).
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Figura 11. A. Expresion del gen Pax3 en los dos grupos controles, el cultivado (Ctl) y el
in vivo obtenido el dia 11 de gestacién (Ctl 11). Promedio + error estandar de 3
determinaciones. B. Expresién del Pax3 en embriones cultivados en diferentes medios
por 24h. Promedio = error estandar de 3 determinaciones. Si bien el grupo Glc no es
estadisticamente diferente del control, se puede decir que la tendencia a una menor
expresion es muy fuerte. Ctl: control; Glc: glucosa; Spm: glucosa + espermina; Spd:

glucosa + espermidina.
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DISCUSION

El sindrome denominado “embriopatia diabética” es el resultado de la exposicion del
embrion en sus primeras etapas de formacién a un ambiente de diabetes materna (Chappell
et al., 2009). Aunque existen varias investigaciones en torno a la etiologia de la
teratogénesis asociada a la diabetes materna, aun no se conocen todos los procesos
vinculados a esta, no obstante, la mayoria de los autores coinciden en que la hiperglucemia
dana severamente el desarrollo (Goldman et al., 1985; Mattos et al., 2007; Wentzel et al.,
2003), ademas de causar un retraso general en el desarrollo fisico, tanto en experimentos
in vivo como in vitro (Chirino-Galindo et al., 2009; Méndez y Palomar-Morales, 1999;
Wentzel y Eriksson, 2005). Al respecto, en este trabajo se encontré6 que en general el
desarrollo y crecimiento de los embriones cultivados en presencia de elevada glucosa sin
adiciones, estda muy por debajo de las caracteristicas normales. De forma interesante los
embriones incubados en medio suplementado con poliaminas espermina y espermidina se
comportaron similar a los incubados en condiciones control. Lo anterior puede atribuirse a
dos razones claramente distinguibles, una es el hecho de que el exceso de glucosa
ocasiona ese comportamiento del individuo en desarrollo y otra es debido al aporte de las
poliaminas al medio.

Diversos estudios han puesto de manifiesto el papel fundamental de las poliaminas en
procesos de crecimiento desde organismos como las bacterias (Herbst y Snell, 1948;
(Mager et al., 1954; Martin et al., 1952), D. melanogaster (Dion y Herbst, 1970) mientras
que en eucariotas, su funcion esta demostrada en higado (Raina et al., 1970), sistema
nervioso (Kremzner et al., 1970) y en general en embriones de pollo (Caldarera y Moruzzi,
1970). Al respecto, estudios de cultivo in vitro demostraron que la adicion de
concentraciones micromolares de las poliaminas espermina y espermidina al medio de
crecimiento de embriones de rata frena los efectos adversos en la morfologia de embriones
expuestos a un medio “hiperglucémico (Chirino-Galindo et al., 2009, 2012).

Una de las malformaciones mas frecuentes observadas, en los embriones cultivados con
glucosa en el presente estudio fue la ausencia del cierre del tubo neural, estos hechos son
congruentes con reportes de diversos grupos de trabajo, tanto en humanos como en
modelos animales (Becerra et al., 1990; Freinkel, 1988; Kucera, 1971; Martinez-Frias, 1994
Miodovnik et al., 1988).
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El estudio de la patogénesis de los defectos congénitos a causa de la embriopatia diabética,
realizado en animales de experimentacion, revelo un complejo proceso en el estado
diabético, que induce alteraciones en una serie de vias metabdlicas interrelacionadas que
conducen a la teratogenicidad al interferir la expresiéon de importantes genes del desarrollo

embrionario (Garcia y Garcia, 2009).

Cabe mencionar, que algunos estudios sugieren que el aumento de defectos del tubo neural
durante la embriopatia diabética esta asociado a la reduccion de la expresion de Pax3, ya
que es un factor de transcripcion que se requiere para el desarrollo del tubo neural (Chang
et al., 2003; Fine et al., 1999). Al respecto Phelan et al. (1997) encontraron una reduccion
en la expresion del mensajero de Pax3 en la zonas del mesencéfaloy el rombencéfalo en
embriones de 10.5 dias de desarrollo, de ratonas diabéticas. Por su parte Fine et al. (1999)
concluyeron que la glucosa puede ser el estimulo necesario para inhibir la expresion de
Pax3, sin necesidad de otras alteraciones metabdlicas. Estos antecedentes son
consistentes con nuestros resultados, al analizar la expresion del mensajero de Pax3 en el
grupo con alta glucosa, pese a que no fue posible determinar diferencias significativas con
respecto al control, sinotamos baja expresion del Pax3 en comparacién con el resto de los
grupos.

Hasta este momento, Pax3 es uno de los genes mas estudiado para poder comprender por
qué es que la hiperglucemia ocasiona fallos en el cierre del tubo neural y como
consecuencia malformaciones a nivel del sistema nervioso central en los hijos de madres
diabéticas (Conway et al., 2000; Epstein et al., 2000; Morgan et al., 2008).

Por otro lado, Chang et al. (2003), mediante la induccién de estrés oxidativo con antimicina
A (AA) en un modelo in vivo de raton diabético, encontraron que no se inhibié la actividad
de Pax3 ni se generaron rupturas en la cadena de ADN, por lo tanto, la expresion del Pax3
esta dada por un estado redox que altera las moléculas de sefializacién que regulan la
induccion de la expresion de dicho gen. Es comun el uso de moléculas con propiedades
antioxidantes para intentar reducir o vedar los efectos de la embriopatia diabética. Asi
mismos, existen reportes de que las vitaminas C y E, la N-acetilcisteina, el acido fdlico, etc.,
ayudan contrarrestar los dafios ocasionados por un medio de desarrollo hiperglucémico.
Por su parte Gaboriau et al. (2005) observaron que células con nulas reservas de
poliaminas son altamente sensibles al ataque oxidativo, también observaron que las células
responden al estrés oxidativo incrementando la biosintesis de poliaminas y su captacion.

Se sabe que las poliaminas son importantes antioxidantes fisiologicos, por lo cual pueden
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proteger el DNA, las proteinas y los lipidos del dafio oxidativo (Chattopadhyay et al., 2003).
Aunque en este trabajo se evalud la capacidad antioxidante de las poliaminas, resultados
previos de nuestro grupo de investigacion sefalaron que su adicion al medio de cultivo
“hiperglucémico” revierte la lipoperoxidacion a niveles normales, lo que se correlaciona con

su poder embrioprotector (Chirino-Galindo et al., 2012).

Por otro lado, determinamos por analisis de expresion del mensajero de Pax3 diferencias
significativas entre el grupo control cultivado y el control externo de 11.5 dias, dejando ver
que, aunque el control cultivado no estuvo expuesto a un tratamiento adicional, las
condiciones in vitro no lograron ser idénticas a las condiciones de desarrollo in vivo. Al
respecto, Ellington (1997) al realizar una minuciosa comparacion entre trabajos de cultivo
in vitro vs in vivo de embriones murinos, llegd a la conclusion de que, el cultivo in vitro
constituye una herramienta fundamental para la investigacién de los efectos de factores
unicos asociados con la diabetes en etapas precisas del desarrollo, pero los resultados
obtenidos de ellos deben ser extrapolados a condiciones in vivo con extrema precaucion.

Como se mencion6 anteriormente, debido a sus propiedades antioxidantes las poliaminas
espermina y espermidina se utilizaron para neutralizar los efectos provocados por la
embriopatia diabética (Chirino-Galindo et al. 2009). Chirino-Galindo et al. (2012)
demostraron en embriones de rata in vitro, que la suplementacién con espermina o
espermidina, reduce los niveles de lipoperoxidacion ocasionada por la exposicion al medio
alto en glucosa. Pese a que en el presente estudio, no evaluamos el estres oxidativo, es
necesario destacar que la expresion del mensajero de Pax3 en los embriones tratados con
espermidina o espermina en el medio de cultivo fue similar a la determinada en los
embriones control.

Ademas de una proteccion antioxidante por parte de las poliaminas; el efecto
antiteratogénico podria deberse a su propiedad antiglicosilante. La glicacion no enzimatica
es la base de las complicaciones de la diabetes debida a la hiperglucémia (Singh et al.,
2001). En un primer momento se da lugar a la formacion de productos de Amadori o
fructosaminas y después se forman los productos de glicacién avanzada (AGEs) (Ulrich y
Cerami, 2001). Gugliucci y Menini (2003) en cultivos in vitro de timo fetal y eritrocitos de
origen bovino, comprobaron que la espermina inhibe el avance de la glicacién en histonas
y en la ubiquitina, y que inhibe la glicacion inducida experimentalmente por el metilglioxal,
ademas, que la espermina y la espermidina actian como inhibidores de los AGEs. Esto

ultimo, puede ser una de las razones por las cuales los embriones cultivados en medio con
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una elevada concentracion de glucosa y suplementado con poliaminas presentaron una

menor incidencia en malformaciones congénitas y un mejor nivel de desarrollo.

Ciertas evidencias proponen que las poliaminas pueden actuar en procesos epigenéticos,
debido a que afectan la conformacioén del ADN, asi como la condensacion de la cromatina,
cuando se encuentran en alta concentraciéon, ya que las poliaminas son capaces de
resolubilizar la cromatina, exponiendo el ADN y posiblemente permitiendo el acceso a la
maquinaria de transcripcion y replicacion (Sharma et al., 2012).

Se ha propuesto que las poliaminas naturales, tienen mecanismos de accion diferentes;
asi, la putrescina podria efectuar su funcion biolégica por participaciéon en la regulacion de
la presion osmdtica; la espermidina activaria la sintesis de proteinas por su conversion a
hipusina dentro del factor de transcripcion elF5A; y la espermina participaria mas
activamente en las reacciones dependientes de ATP debido a que estabiliza a esta
molécula mejor que los cationes metalicos y las otras dos poliaminas (revisado por Igarashi
y Kashiwagi, 2010). De esta manera, los niveles de expresion de Pax3 determinados en los
grupos tratados con poliaminas, es probable que sea debido a la participacion de la
espermina en la modificacion post-traduccional que realiza al factor de iniciacion de la
traduccion eucariotica 5A-1, una proteina que en humanos esta codificada por el gen elF5A
y aparentemente este factor puede influir en la disponibilidad de la maquinaria de traduccion
del ARN (Park et al., 1981). Todos estos hechos nos permiten suponer que la espermina
actué como un componente importante para la sintesis del ARN de Pax3, requerido para el
desarrollo del embrién. Por tanto las poliaminas podrian minimizar los efectos del medio
alto en glucosa pero no pueden proteger al embrion en su totalidad.

Por otra parte, se describié que la apoptosis de diversos tejidos durante la embriopatia
diabética esta ligada al estrés oxidativo (Sanders et al., 2014), no obstante, si el estrés
oxidativo fuera el mecanismo directo que induce apoptosis en la embriopatia diabética,
todas las células del embridn serian sensibles, pero no es asi, ya que los dafios inducidos
estan limitados al periodo de organogénesis. Asi, lo que se ha teorizado es que el estrés
oxidativo inhibe la expresion de Pax3 y es a través de esto que se genera una red de
desregulacion de vias que conducen a la apoptosis (Horal et al., 2004) y de este modo el
estrés oxidativo inducido en un embarazodiabético produce fallos en la expresion de genes
que regulan la viabilidad de la célula de una manera selectiva (Morgan et al., 2008).
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La embriopatia diabética, ademas de los defectos del tubo neural, genera defectos
cardiacos como transposicién de las grandes arterias y los defectos del tabique auricular o
ventricular (Loffredo et al., 2001; Miodovnik et al., 1988). Al respecto Chappel et al. (2009)
revelaron que la falta de células de la cresta neural cardiaca (CNC) genera doble tracto de
salida del ventriculo derecho; por lo que los embriones mueren a los 14.5 dias (Amand et
al., 2006; Epstein, y otros, 2000). Ademas Pax3 se ha observado expresado en células de
la cresta neural, principalmente (Conway et al., 1997). Al respecto, Conwayet al. (2000)
demostraron que todos los defectos cardiacos observados en ratones Splotch (cepa de
ratones deficientes en la expresién del gen Pax3, ya sea homocigotos o heterocigotos) se
deben a la disminucién en el numero de células de la CNC pre-migratoria debido a la
deficiencia de Pax3.

Por otra parte, Chappell et al. (2009) revelaron que la ausencia de Pax 3 en la CNC y las
células neuroepiteliales induce apoptosis regulada por la proteina supresora de tumores
p53 (Chappell et al., 2009). En relaciéon a estos hechos, observamos que la expresion del
mensajero de Pax3 se redujo, mientras que la apoptosis se incrementd en corazén tubo
neural de los embriones con alta glucosa y suplementados con espermidina. En contraste
Forsberg et al. (1998) observaron pocas células apoptéticas dispersas en alantoides,
epitelio del intestino anterior, neuroepitelio craneal y mesénquima craneal en embriones de
raton expuestos a altas dosis de glucosa, por lo que llegaron a la conclusion de que la
capacidad inherente de las células embrionarias en crecimiento in vitro para entrar en
apoptosis es baja y que la apoptosis de amplio espectro no es probable que desempefie un
papel importante en la dismorfogénesis inducida por diabetes.

Cuando no hay cierre del tubo neural, ademas de un exceso de apoptosis, puede
presentarse tambien bajos niveles de proliferacion celular (Wlodarczyket al., 1996). Palmer
(2015) propone que Pax3 influye en una serie de vias de sefializacion y procesos celulares,
incluyendo mecanismos generales tales como apoptosis y proliferacion, y mecanismos

especfficos de tejidos, como la diferenciacién de ciertos tipos de células y la migracion
celular.

No hay estudios que asocien directamente las malformaciones congénitas observadas en
la embriopatia diabética con una disminucién de la expresién de genes involucrados en la
proliferacion celular, asi que este campo constituiria una nueva area de estudio para

comprender mejor la patologia.
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Todo lo anterior lleva a inferir que si puede haber una contribucion positiva por parte de las

poliaminas a un desarrollo normal en individuos en riesgo de exposicion a altas
concentraciones de glucosa.

44



CONCLUSIONES

Un ambiente similar al embarazo diabético, induce malformaciones congénitas y

retraso en el crecimiento de embriones de rata cultivados in vitro.
La adicién de las poliaminas espermina o espermidina a un medio de cultivo
“hiperglucémico” favorece el desarrollo de los embriones expuestos, reduciendo la

aparicion de malformaciones congénitas causadas por la glucosa en exceso.

La expresion del gen Pax3 al parecer es afectado directamente por el estrés

oxidativo provocado por la embriopatia diabética.

La presencia de las poliaminas espermina o espermidina en un ambiente

“hiperglucémico” podria incrementar la expresion del gen Pax3.
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