UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DE LA HIPERGLUCEMIA IN UTERO SOBRE EL DESARROLLO Y FUNCION DE LAS
CELULAS ALFA DEL PANCREAS DE RATA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
MEJIA ARREOLA PABLO

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA CRISTINA REVILLA MONSALVE
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

COMITE TUTOR: DRA. MARTA ALICIA MENJIVAR IRAHETA
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

DRA. MARIA CRISTINA FERNANDEZ MEJIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM

MEXICO, D.F.FEBRERO, 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN M se’q:;/' COORDINACION
POSG |

Ciencias Blologwas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biclogia Experimental y Biomedicina del
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, en su sesion ordinaria del dia 26 de octubre de 2015, aprob¢ el
jurado para la presentacion del examen para obtener el grado de MAESTRO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS del alumno MEJIA ARREOLA PABLO con nimero de cuenta 306029446, con la
tesis titulada “EFECTO DE LA HIPERGLUCEMIA IN UTERO SOBRE EL DESARROLLO Y
FUNCION DE LAS CELULAS ALFA DEL PANCREAS DE RATA”, realizada bajo la direccion de
la DRA. MARIA CRISTINA REVILLA MONSALVE:

Presidente:  DRA. ELIA MARTHA PEREZ ARMENDARIZ
Vocal: DR. RENE DE JESUS CARDENAS VAZQUEZ
Secretario;:  DRA. MARIA CRISTINA FERNANDEZ MEJIA
Suplente: DR. ALONSO ANTONIO VILCHES FLORES
Suplente: DRA. MARTA ALICIA MENJIVAR IRAHETA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 13 de enero de 2016

ddlolagesr

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

Unidad de Posgrado* Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacén C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 hitp://pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradecimientos

Agradezco al Posgrado en Ciencias Biologicas de la UNAM que me brindo
nuevamente la oportunidad de ser uno mas de sus alumnos, por fortalecer mis
conocimientos, conocer mas gente durante todo el proceso y por confiar en mi
para llevar a cabo mi proyecto de investigacién de la Maestria.

Un agradecimiento especial a CONACyT por darme la oportunidad de contar con
una beca durante todo mi posgrado y sin la cual no hubiera salido adelante
(545328/294527).

Un agradecimiento especial a mi directora de tesis, la Dra. Maria Cristina Revilla
Monsalve por aceptarme en su laboratorio, confiar y brindarme su apoyo
incondicional, tanto dentro como fuera de éste; porque me ha dedicado su tiempo
y guia a través de mi proyecto y porque me ha ensefiado, con su ejemplo, que
amar lo que uno hace brinda grandes satisfacciones en la vida y por revelarme la
belleza de la ciencia y la pasion con la que ésta debe realizarse, por ensefiarme
que no importa cuanto se sepa del campo, la curiosidad y el asombro son valores
que deben persistir.

A la Dra. Marta Alicia Menjivar Iraheta y a la Dra. Maria Cristina Regina Fernandez
Mejia por haber pertenecido a mi comité tutor, por dirigirme semestre tras
semestre, darme sus consejos y compartir sus conocimientos para realizarme
académicamente.



En primer lugar quiero agradecer y dedicar especialmente este humilde trabajo a
la persona que me heredd con su ejemplo las virtudes mas valiosas de vida que
un nieto pueda tener, las cuales son, disciplina, perseverancia, respeto y amor a tu
profesion, a mi abuelo que en paz descanse:

GREGORIO MEJIA VILCHIS

Agradezco el apoyo, la confianza y el amor que siempre me demostraron durante
este bello proceso, pero sobre todo quiero agradecer nuevamente el regalo mas
hermoso y misterioso que existe “la vida”, ya que si no hubiese nacido gracias a
mis padres nada de esto hubiese sido posible:

ARTURO MEJIA Y YOLANDA ARREOLA
GRACIAS

Gracias por ensenarme que a pesar de las condiciones adversas que se puedan
presentar en la vida, la voluntad y el amor que pueda existir entre un padre y su
hija son fuerzas mas sdlidas que cualquier fuerza fisica, quimica o bioldgica, a mi
sobrina y hermano:

LEAH MEJIA Y ARTURO MEJIA

Agradezco a la persona mas especial que me acompafié durante este largo y
tortuoso camino, que sabe perfectamente que durante la maestria hay alegrias,
satisfacciones, frustraciones y llanto, pero que a pesar de ello elegimos el
quehacer cientifico como un estilo de vida y una vocacién hermosa, a mi novia:

BRENDA TOLEDO ROJAS

Quiero dar mi reconocimiento y las gracias a mi amiga quien me sigue y toma de
ejemplo en esta profesion, a quien siempre confio en mi y quien fue mi brazo
derecho en el laboratorio, fue un honor trabajar hombro a hombro, estoy seguro
que seras una gran Quimica Farmaco Biologa:

MONICA ROJAS ZAMORATE

A mi profesor y gran amigo, gracias a usted llegué con la Dra. Revilla y pude
iniciar este hermoso camino:

MIGUEL ANGEL PALOMINO GARIBAY



Finalmente quiero agradecer a la Universidad Nacional Autonoma de México y a
todos mis profesores que durante mi formacién aportaron su conocimiento,
experiencia y dedicacion. Gracias por fomentar, cultivar y enriquecer mi curiosidad
cientifica, gracias por mostrarme que la investigacion no solo son articulos,
plantear una hipotesis, obtener resultados y conclusiones para contestar una
pregunta en concreto, sino que la investigacion representa un sinfin de
posibilidades extraordinarias que enriquecen la cultura y el alma del ser humano a
través del intelecto y la imaginacion.



indice

ABREVIATURAS ...t s s s s s s s as s a e s e e a s h e e n e s e e e n e s e e ans i
RESUMEN ...t s s s s s e eh e e hae e n e s e e e e b nn e e 1
LY = 230 O 2
INTRODUGCCION........ccuiueereureneereasesssessseasessseasssessessssesseessesssseasessseassssasessssessssssseassesassnssnes 3
1. Diabetes Mellitus .......ccccocomiiiiiiirir s 3
1.1 Diabetes Materna..........cccoooormiririisiccsrmcrrrr s rsssssssssse e s s s s ssmmr e e e e es s s s s s smnnn e e e e e snsnsssnnns 4
2. Alteraciones en el desarrollo inducidos por el ambiente hiperglucémico ............ 8
3. Homeostasis de a glucosa..........ccciiiiiriiiiiim s ——— 11
4. Organizacion del PANCIEAS ........cccccrrrrrismrrisssnns s sss e s s s sss s s s sss e s sssssnnssssssnnns 19
5. Desarrollo del PANCIeas ..........iiiiiiiccccccrrir e 20
5.1 Factores de transcripcion en el desarrollo temprano del pancreas..................... 22
5.2 Desarrollo, diferenciacion y maduracion de las células a.......cccccervviccccecernnnnnnnns 24
6. Fisiologiay regulacion de la célula a del pancreas endécrino..........cccccccvevrennee 26

7. Estreptozotocina como agente inductor de hiperglucemia crénica en modelos

L1 00 3T 28
8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...........o e s 31
9. HIPOTESIS ....oeeieeeeeeeeeeeeeteteeee e eeetsee s e e s sasssasass et st sastsssssassstsasssssssssssssssssssssssssssssssssananes 31
10. OBJETIVO GENERAL .......ooiiiiiinies s s s s s ssss s s ssns s sns 32
10.1 OBJETIVOS PARTICULARES .........oo st s s s s 32
11. MATERIALES Y METODOS ........coocoeierurereccesssseseesssssssssssssasssssssessssssssssssnsasssssssssans 33

I O T 1= 1 =T o 33



I 7 0 (=38 o oY 011 (o ) 33

11.3 Lote experimental............ s 34
11.4 INnMUNOhIStOQUIMICA ......oeeeiiiirie s ssn e e e e s e 36
11.5 Western Blotting......cccc s 37
11.6 Curva de tolerancia a Ia glucosa.........cccccciriiiiiinrinnnrr e 37
11.7 Analisis estadiStiCOo........cccciiiiiiiirc e ———— 38
12. RESULTADOS........ooicieiceeteesmrereesssessssessasseeessmsss s essmssenesesssssnessnssssnesensessnessnsessnsssnes 39
12.1 Peso de ratas gestantes.........cccciriiemiiiniieinisr s 39
12.3 Numero de reabsorciones y fetos por camada ..........ccccecmmrinnimennnniene e, 41
12.4 Medidas morfométricas de fetos y Crias ........cccccmiiiriccccccrninnc e 41
12.6 Expresion de ArX Y Brnd ........... i ccccccceecrrrr s s ssssss s e e s s s s sssnn s s e e e s ss s nnnns 45
12.7 Expresion de Arx y Brn4 en fetos de 17 y 21 dias .......ccccccrrrririiicccinccernnnnnnccccnnes 46
12.8 Expresion de insulina y glucagon en fetos de 17 y 21 dias.........ccocecerrrrrriiccicnnns 51
12.9 Expresion de Arx y Brn4 en crias de 20, 28 y 90 dias........cccceeverrrrniienrnnnssnnninnnns 54
12.1 Expresion de insulina y glucagon en crias de 20, 28 y 90 dias.........ccccueveumrrrninnns 61
12.11 Curva de tolerancia a la gluCoSa..........ccccrririimiriniiire s 65
g 01 =T 0 U o T 67
14. CONCLUSIONES ........ooiiiiiiir i e n s s eas e s e s s n s s s mnn s 77

15. LITERATURA CITADA...... s a e s as s an e s s 78



Abreviaturas

AR
ADA
ADMA
ArGP
RNAmM
Arx
BCAAs
DG

dpn
DT1
DT2

G1P
G6F
GIP
GLP-1
GLUT
Hb9
HbA1c
IOD
LDL
MafA
MafB
NcRNAs
Ngn3

Acido retinoico

Asociacion Americana de diabetes

Dimetilarginina asimétrica

Proteina relacionada con aguti

Acido ribonucleico mensajeros

Aristalessrelatedhomeobox

Biomarcadores propuestos son los aminoacidos de cadenas ramificadas

Diabetes gestacional

Dia post-natal

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Dia embrionario

Glucosa 1-fosfato

Glucosa 6 fosfato

Péptido insulinotropico dependiente de glucosa
Péptido similar al glucagon tipo 1

Facilitadores del transporte de glucosa independientes de sodio
Hombeobox 9

Hemoglobina glicosilada

Densidad 6ptica integrada

Lipoproteinas de baja densidad
Musculoaponeuroticfibrosarcomaoncogenehomolog a
Musculoaponeuroticfibrosarcomaoncogenehomolog b
RNA no codificantes

Neurogenin 3



Nkx 2.2
NO
NPY
O-GlIcNAc
Pax4
Pax6
PC2
Pdx1
PKC
POMC
PN
Ptf1a
Rb
ROS
SGLT
STZ
Wnt
YAP

Homeoboxproteinnkx 2.2

Oxido nitrico

Neuropéptido Y

O-ligado N-acetilglucosamina

Paired box 4

Paired box 6

Prohormona convertasa 2

Pancreatic and duodenal homeobox 1
Proteina cinasa K

Molécula pro-opiomelanocortina
Post-natales

Pancreas transcription factor 12
Retinoblastoma

Especies reactivas de oxigeno
Transportadores de glucosa dependiente de sodio
Estreptozotocina

Wnt-B3-catenina

Yes-associated protein



Resumen

INTRODUCCION. El desarrollo del pancreas endocrino es controlada por una
compleja red de vias de sefializacién y factores de transcripcidon que determinan la
diferenciacion, el desarrollo, el mantenimiento y la funcion de los diferentes tipos
de células de los islotes de Langerhans. Las células alfa tienen un papel
importante en la homeostasis de la glucosa y su diferenciacion se rige
principalmente por los factores de trasncripcion Arx y Brn4. Estudios
experimentales y clinicos han demostrado que la hiperglucemia in utero altera el
desarrollo de los islotes de Langerhans, el cual provoca el desarrollo de
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares en la vida post-natal adulta.

OBJETIVOS. Identificar cambios en la expresion de Arx, Brn4, de insulina, de
glucagon en fetos y crias de ratas hiperglucémicas, asi mismo, identificar
alteraciones en el metabolismo de la glucosa en crias de 28 y 90 dias.

METODOS. Los experimentos se llevaron a cabo en ratas gesteantes de la cepa
Sprague Dawley. Al quinto dia de la gestacion el grupo experimental recibié una
inyeccion ip de 40 mg / kg de estreptozotocina en buffer de acetato de sodio. El
grupo control recibié 0,3 ml ip. del vehiculo. Los pancreas se obtuvieron de fetos
de 17 (E17) y 21 (E21) dias y de crias de 20, 28 y 90 dias de vida postnatal (pnl).
Se realizaron los analisis inmunohistoquimicos, de densidad Optica
integrada(IOD), la determinacion de la expresion de Arx y Brn4 por western blot y
la prueba de tolerancia oral a la glucosa a las crias.

RESULTADOS. Los niveles de glucosa, peso y tamafo de los fetos y crias
mostraron una disminucion en el grupo experimental. Los analisis de
inmunohistoquimica, del 10D y los ensayos por medio de western blot de Arx
demostraron un aumento en su expresion en el dia E17 (p <0.01). En E21, 20, 28
y 90 dpn mostré una disminucion de la expresion de Arx (p <0.01). En E17, 28 y
90 dpn mostraron un aumento de la expresion de Brn4 (p <0.01). EI E21 y 20 dpn
mostré un aumento en la expresion de Brn4 (p <0.05). La expresion de la insulina
y el glucagon en E17 y 20 dpn demostraron tener una disminucién de la expresion
y en E21 mostraron un aumento (p <0.01). Crias de 28 dias mostraron una
disminucidon en la sefial de la insulina, asi mismo, la expresion de glucagon se
incrementd (p <0.01). En 90 pnl la expresion de insulina mostré un aumento y por
otro lado glucagon mostré una disminucion en su expresiéon (p <0.01). En 28 y 90
dpn mostraron alteraciones en la curva de tolerancia a la glucosa en los grupos
experimentales (p <0.01).

CONCLUSIONES. La hiperglucemia materna indujo un retraso en el desarrollo de
las células alfa y una alteracion en la expresion de Arx y Brn4 en los fetos y crias.
Estas alteraciones repercutieron en la diferenciacion de las células alfa y en su
funcionamiento en la vida post-natal.



Abstract

INTRODUCTION. Development of the endocrine pancreas is controlled by a
complex network of signaling pathways and transcription factors that determine the
differentiation, development, maintenance and function of the different cell types of
the Langerhans islets. Alpha cells have an important role in the glucose
homeostasis and its differentiation is mainly governed by Arx and Brn4.
Experimental and clinical studies have demonstrated that hyperglycemia in utero
deregulates the development of the Langerhans islets that results in metabolic and
cardiovascular diseases in adulthood.

AIMS. Identify changes in the expression of Arx and Brn4 in fetuses and offspring
of hyperglycemic rats.

METHODS. Experiments were carried out in pregnant Sprague Dawley rats. The
5™ day of gestation the experimental group received an ip injection of 40mg/Kg of
streptozotocin in sodium acetate buffer. The control group received 0.3ml ip. of the
vehicle. Pancreas were obtained from fetuses of 17 (E17) and 21(E21) days and
from offspring of 20, 28 and 90 days of post natal life (pnl). Immunohistochemical
and |OD analyses, determination of the expression of Arx and Brn4 were
performed and oral glucose tolerance test were carried.

RESULTS. The glucose, weight and size of fetuses and offspring was decreased in
the experimental group. The immunohistochemical, the integrity optic density(IOD)
analysis and the western blot of Arx demonstrated an increase on day E17
(p<0.01). On E21, 20, 28 and 90 pnl showed a decrease of the expression of Arx
(p<0.01). On E17 , 28 and 90 pnl an increase of the expression of Brn4 (p<0.01)
was observed. On E21 and 20 pnl showed an increase in the expression of Brn4
(p<0.05). The signal of insulin and glucagon on E17 and 20 pnl was decreased and
in E21 de signal was increase (p<0.01). On 28 pnl the signal of insulin was
decreased and the signal of glucagon was increased (p<0.01). And in 90 pnl the
signal of insulin was increased and the signal of glucagon was decreased (p<0.01).
In 28 and 90 pnl the metabolism of glucose was altered y the experimental group
(p<0.01).

CONCLUSIONS. Maternal hyperglycemia induced a delay in the development of
the the a cells and an altered expression of Arx and Brn4 in fetuses and offspring.
These alterations will have an impact not only in the differentiation of the alpha
cells but also in their function in adulthood.



EFECTO DE LA HIPERGLUCEMIA IN UTERO SOBRE EL DESARROLLO Y
FUNCION DE LAS CELULAS ALFA DEL PANCREAS DE RATA

Introduccién

La presente tesis tiene como objetivo analizar las alteraciones que se
presentan durante la diferenciacion y desarrollo de las células alfa bajo
condiciones hiperglucémicas en fetos y crias de rata mediante la evaluacion de la
expresion de los factores de trasncripcion Arx y Brn4, asi como, las alteraciones
en la curva de tolerancia a la glucosa y en la expresion de insulina y glucagon.

1. Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus es un desorden metabdlico de multiples etiologias,
caracterizado por hiperglucemia cronica con alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas, que resulta de defectos en la secrecion y en la
accion de la insulina (ALAD, 2013). Este padecimiento ha sido clasificado en
varias categorias: La diabetes tipo 1(DT1), es aquella que se caracteriza por una
destruccién autoinmune de las células B reduciendo la sintesis de la insulina,
(Diabetes DOF, 2012; Grieco F,et al, 2012; Yeung WCet al, 2011; Stene LCet al,
2012; Sacks DBet al, 2011; Yin H et al, 2001; Rasschaert Jet al, 2003); La
diabetes tipo 2 (DT2), se presenta con mayor frecuencia en la poblacion en este
tipo de diabetes el pancreas es capaz de producir insulina, pero los 6rganos vy
tejidos no responden a los mecanismos de accion de esta hormona, desarrollando
una resistencia a insulina (Shankaracharya OD et al, 2011; Gunasekaran Uet al,
2011; Mannucci E, et al, 2007; Christensen M et al, 2011); La diabetes gestacional
(DG), caracteriza es detectada entre la 24 y 28 semanas de embarazo y se
caracteriza por presentar resistencia a insulina.

La diabetes materna (DM) a diferencia de la diabetes gestacional es aquella
en la que las mujeres embarazadas fueron diagnosticadas con DT1 o DT2 antes 6
desde el inicio del embarazo.

Datos de la Federacion Internacional de la Diabetes (IDF) en el 2013,
revelaron que la diabetes afecta a 382 millones de personas en el mundo y se
estima que para 2035 habra 592 millones de personas con esta enfermedad. La
mayoria de los casos se presentan en paises en vias de desarrollo (Wild Set al,
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2004; Centers for Disease Control and Prevention, 2011). La IDF reporté que el
16.9% (21.4 millones) de recién nacidos se desarrollaron en un ambiente
hiperglucémico, y que la hiperglucemia materna se presenta con mayor frecuencia
en mujeres de entre los 35 y 45 afos de edad.

Durante las ultimas décadas el numero de personas que padecen diabetes
en México ha incrementado y actualmente, figura como la primera causa de
muerte en nuestro pais. Datos de la ENASUT (2012)sefialan que 6.4 millones de
adultos mexicanos con diabetes, es decir, 9.2% de los adultos en México han sido
diagnosticados con diabetes.

1.1 Diabetes Materna

La hiperglucemia durante el embarazo, incrementa el riesgo de aparicién de
efectos adversos tanto para el feto como para la madre. Se ha demostrado que el
riesgo durante la diabetes materna para la madre es presentar una mayor
susceptibilidad de desarrollar preeclampsia y presentar complicaciones durante el
parto, poniendo en riesgo la vida de la madre y el feto y se incrementa el riesgo de
presentar malformaciones, obesidad, diabetes, sindrome metabdlico vy
enfermedades cardiovasculares en la vida post-natal (PN) adulta (Figura 1).
(Fernandez JL et al, 2010; IDF atlas 2013).

Durante la segunda mitad del embarazo, a partir de la semana 20, se
presentan varias adaptaciones metabdlicas para proveer de glucosa, lipidos vy
aminoacidos para el desarrollo del feto. En este periodo hay un aumento en las
concentraciones de la prolactina y lactdgeno placentario humano
(somatomamotropina corionica humana), dando como resultado un incremento en
el numero de las células 3 del pancreas y en la secrecién de insulina. Se
hademostrado que la diabetes materna modifica las concentraciones de estas
hormonas afectando el numero de células B y alterando la secrecion y sensibilidad
a la insulina, dando como resultado una hiperglucemia en la madre. Entre otras
adaptaciones metabdlicas se encuentra la hipertrigliceridemia, la cual es definida
como un incremento de triglicéridos en la sangre entre un 100-200%, lo que
permite la acumulacién de reservas de lipidos, los cuales son utilizados en las
etapas finales del embarazo para el crecimiento del feto. Este fendbmeno esta



acompanado por un incremento en la sintesis en el higado de lipoproteinas de
baja densidad (LDL). La hipercolesterolemia es una respuesta adaptativa presente
durante el embarazo para satisfacer la demanda de lipidos que requiere el feto
para su desarrollo.

En la diabetes materna los niveles de triglicéridos, LDL, colesterol y glucosa
se incrementan aun mas debido a un aumento en los niveles de estriol y a la
presencia de la resistencia a la insulina, este conjunto de modificaciones
metabdlicas presentes en la diabetes materna, trae como consecuencia
alteraciones en el desarrollo de los fetos (Leiva A et al, 2011).

Madre — Diabetes —
Moderada Severa
Feto Hipersactividad de las Sobre estimulacién
células B de células B
Hiperinsulinemia Hiper/hipoinsulinemia
Macrosomia Microsomia
Adulto Respuesta a la insulina
Deficiente Excesiva
Intolerancia a la Resistencia a la
glucosa insulina
Embarazo Diabetes Gestacional
Hiperinsulinemia
Feto Macrosomia
Adulto Intolernacia a la glucosa

Figura 1. Alteraciones en la madre, el feto y durante el embarazo producidos por la Diabetes.

La diabetes materna afecta al 7% de las embarazadas en México y al
16.9% de mujeres a nivel mundial, esto ubica a la diabetes materna como la
principal enfermedad que causa alteraciones durante el desarrollo del feto,
incrementando la probabilidad de desarrollar enfermedades metabdlicas en la vida
adulta de la descendencia. En 2013 la IDF estim6 que 21.4 millones de mujeres
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presentaron hiperglucemia durante el embarazo, la incidencia difiere entre
poblaciones, paises, el grado de obesidad, la raza 6 grupo étnico, la edad de la
madre, estilo de vida, antecedentes familiares con DT2 y los criterios que se
utilicen para diagnosticar la enfermedad. Se ha demostrado que los paises en vias
de desarrollo presentan una incidencia mayor que en paises desarrollados
(Sanchez LS et al, 2008; MetzgerBE et al, 2008 y 2010).

Los criterios para diagnosticar la presencia de diabetes materna
recomendado por la ADA (American Diabetes Association) son evaluados por una
prueba de tolerancia a la glucosa oral con un ayuno de 8 horas a una dosis de 759
de glucosa oral, esta prueba debe realizarse preferentemente antes del embarazo,
al inicio del embarazo y entre las 24 y 28 semanas de gestacion, los criterios para
el diagnaostico de hiperglucemia materna antes o durante el embarazo se muestran
en la Tabla 1 Ay B (Ryan EAet al, 2011; American Diabetes Association, 2012;
Hadden et al, 2014). Se han propuesto nuevos métodos a nivel metabolomico a fin
de detectar en etapas tempranas biomarcadores que permitan revelar alteraciones
metabdlicas en mujeres embarazadas. Dentro de los biomarcadores propuestos
para el diagndstico en etapas tempranas esta un aumento la dimetilarginina
asimétrica (ADMA), la cual es un inhibidor competitivo del 6xido nitrico sintetasa
(NO), teniendo como consecuencia una disfuncion endotelial. Otros
biomarcadores propuestos son los aminoacidos de cadenas ramificadas (BCAAs),
entre los que estan la valina, leucina y la isoleucina que son considerados como
factores de riesgo debido a que contribuyen al desarrollo de la resistencia a la
insulina. Los aminoacidos aromaticos como la tirosina y la fenilalanina han sido
propuestos como biomarcadores debido a que alteran el funcionamiento en el
metabolismo del higado (Huynh et al, 2014).Sin embargo estos nuevos métodos
aun presentan inconsistencias en el perfil metabolémico debido a la variacién que
hay entre las diferentes poblaciones, estilos de vida, edades y estado de salud. Se
necesitan mas estudios para poderlos utilizar como una herramienta de
diagnostico oportuno en la diabetes materna, ademas, es necesario reducir los
costos que generan realizar este tipo de pruebas.



Las condiciones en las que se desarrollan los 6rganos y tejidos de los
embriones y fetos, esta determinado por el ambiente in utero. El desarrollo en un
medio hiperglucémico induce una reprogramacion fetal que en gran medida
determinara el estado de salud de la descendencia, la cual es el resultado de la
predisposicion genética y los factores ambientales a los cuales se expone un
individuo desde las primeras etapas del desarrollo y hasta las condiciones en la
vida PN.

A

Debe alcanzarse o superarse los valores minimos en la prueba oral de
tolerancia a la glucosa:

Prueba Hiperglucemia Hiperglucemia en el
en el embarazo | embarazo y diabetes

Glucosa en plasma en ayunas =292 mg/dL 2126 mg/dL
Glucosa en plasma después de =180 mg/dL =200mg/dL
1 hora de administracién
Glucosa en plasma después de 2153 mg/dL =>171mg/dL
2 horas de administracion
HbA;. <5.1% 26.5%
Glucosa en plasma casual* <140mg/dL =200 mg/dL




B

Visita Prenatal

Glucosa en plasma en ayunas, HbA;. o Si el resultado no es un diagnéstico de
glucosa en plasma al azar * en todas (o diabetes manifiesta y:

tan sélo en mujeres de alto riesgo
a) La glucosa en plasma en ayunas =

92mg/dL y < 126mg/dL (25.1% y <
7%) el diagnéstico es hiperglucemia
durante el embarazo
b) La prueba e glucosa en plasma en
ayunas < 92mg/dL (5.1%) a las 24 —
28 semanas con la prueba oral de
tolerancia a la glucosa de 75 g

24 — 28 semanas de gestacion

Prueba oral de tolerancia a la glucosa de A mujeres que no hayan presentado
75 g con ayuno de 8 horas alteracion en la curva de tolerancia a la
glucosa oral en la visita prenatal

Tabla 1. Criterios de diagnostico y deteccion de hiperglucemia materna antes y durante el embarazo. Tomado
de Hadden et al, 2014
2. Alteraciones en el desarrollo inducidos por el ambiente
hiperglucémico

El desarrollo es un proceso en el que estan involucrados la expresion de
diversos genes, modificaciones epigenéticas, factores ambientales y nutricionales.
Diversas investigaciones en modelos murinos han demostrado que el desarrollo
en un ambiente hiperglucémico in utero incrementa la probabilidad del 5-10% de
que los fetos presenten malformaciones y entre el 15-20% presenten
reabsorciones espontaneas (Pociot F et al., 2010; Reece EA, 2012; Chew EY et
al., 1995; Best RM et al, 1997; Hayslett JP et al, 1987a,b; Reece EA et al., 1998b;
Fischer , 2007).

La hiperglucemia durante la morfogénesis, es el principal factor teratogénico
que induce la mayoria de los defectos en el desarrollo embrionario y fetal asi como
alteraciones metabdlicas en la vida PN. El aumento caracteristico de la diabetes
materna en las concentraciones del acido araquidonico, de mioinositol, de




prostaglandina y de hipercetonemia, son las principales modificaciones que
incrementan el estrés oxidativo afectando los procesos de diferenciacion vy
desarrollo de los tejidos embrionarios y fetales. En modelos murinos se ha
demostrado quela hiperglucemia in utero trae como consecuencia que la
descendencia presente un retraso en el desarrollo, bajo peso y talla al nacer,
alteraciones en la diferenciaciéon y desarrollo de organos, incremento en la
morbilidad y mortalidad perinatal e incrementa la susceptibilidad para desarrollar
alteraciones metabdlicas en la vida adulta del organismo como el sindrome
metabdlico, obesidad, hipertension y diabetes. Sin embargo, estudios realizados
en ratas y ratones gestantes han reportado resultados controversiales y se ha
demostrado que la severidad en las alteraciones, depende de los niveles de
glucosa que presenta la madre durante la gestacion (Wahabi Het al, 2012; Fetita
LS et al, 2006; Ladon MBet al, 2009; Crowther CAet al, 2005; Green ASet al, 2010;
Simmons Ret al, 2001).

Reportes clinicos y evidencias experimentales en modelos murinos han
demostrado que la hiperglucemia materna puede afectar el proceso de
morfogénesis de cualquier érgano, siendo los defectos del tubo neural y las
malformaciones cardiovasculares son las anomalias mas comunes asociadas con
el desarrollo en un ambiente hiperglucémico in utero (Onroy Aet al, 2015) Tabla 2.

Los modelos animales han sido utilizados ampliamente en la investigacion
de la diabetes, la mayoria de estos estudios se realizan en roedores. Existen
diferentes métodos para inducir diabetes experimental, se pueden clasificar en los
inducidos por: agentes quimicos como la estreptozotocina (STZ) y el alloxana; por
técnicas de biologia molecular donde se han obtenido diferentes cepas de ratones
knock-out y knock-in tales como los ratones Ob/Ob y db/db; también estan los
modelos de restriccién nutricional, restriccion uterina, virales y quirurgicos. La
induccion de hiperglucemia materna por medio de la administracion de
estreptozotocina (STZ) en modelos murinos, asemeja las alteraciones presentes
en el humano y el ambiente in utero que se alteranen el embarazo y el desarrollo.
Las concentraciones elevadas de glucosa incrementan los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés oxidativo, lo cual repercutira de manera
directa en el desarrollo y diferenciacion de los 6rganos y tejidos, debido a que
pierden la capacidad de sintetizar antioxidantes, presentan alteraciones en las
membranas, disfuncion mitocondrial e incremento en la fosforilacion oxidativa y la
activaciéon de vias de sefializacién apoptaticas. Al conjunto de estas alteraciones
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se denomina embriopatia lo cual lleva a modificaciones genéticas y epigenéticas

(Dhanasekaran N et al., 1999; Reece EZ et al., 2002; Ornoy A et al., 2009).

HUMANO RATA
Sistema Estructuras | Malformaciones HIETEEEEE
SNC . . . en el
Cardiovascular | Craneofaciales congénitas L
crecimiento
Sindrome
. hlpoplaspo del Microsomia Coartacién de la .
Anencefalia corazon e Macrosomia
T hemifacial aorta
izquierdo o
derecho
Acrania AVSD y VSD I E paladar VIR ¢S Visceromegalia
leporino Fallot
. Hipoplasia del
. . Atresia o 3 .
Mielomeningocele . g Microtia corazon Organomegalia
tricuspidea o
izquierdo
Arrinencefalia Atresia mitral Micrognatia Defectos .del SOUSTIEEEE
septum auricular vascular
Doble entrada Retraso en la
Microcefalia del ventriculo Microftalmia Anancefalia maduracion
izquierdo pulmonar
. Doble saﬁda a=l Displasia Estenosis Trombosis de
Exencefalia ventriculo
frontonasal pulmonar la vena renal
derecho
Transposicion : ]
Holoprosencefalia | de los grandes Opaplda.d del Slnd.rfjme de Muerte fetal
cristalino regresion caudal
vasos
Espina bifida Teratologia de Hidrocefalea
Fallot

Tabla 2. Alteraciones mas frecuentes en descendencia que se desarrollé6 en un ambiente hiperglucémico in
utero en humanos y modelos murinos.

Estudios realizados en modelos murinos han demostrado que la diabetes
materna altera la expresién del 30% de los genes y factores de transcripcion
involucrados en el desarrollo de los érganos en etapas embrionarias y fetales. Se
ha demostrado que el principal factor de transcripcion de las células B sufre
modificaciones a nivel epigenético demostrando tener una disminucion en la
expresion de PDX1 debido a una baja acetilacion de H3 (histona 3) y H4 (histona
4) asi como de una disminucion de H3K4me3 (tri-metilacion de la lisina 4 de la
histona 3) en el promotor de PDX1 dando como resultado alteraciones en el
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desarrollo y diferenciacion de este tipo celular(Pavlinkova G et al 2009).De manera
similar se ha reportado que el factor de transcripcion Arx responsable dela
diferenciacion y desarrollo de las células a el promotor del gen de Arx es acetilado
y el promotor de PDX1 es metilado permitiendo el inicio y diferenciaciéon de este
tipo celular.

En la DT2 se ha observado que las células a juegan un papel fundamental
debido a que sirven como una fuente de reserva para ser transdiferenciadas e
incrementar el numero de células ,este fendmeno se da metilando el promotor del
gen de Arx y desmetilando el promotor del gen de Pdx1, este proceso compensa
la deficiencia en el funcionamiento de las células B (Onroy Aet al, 2015; Bramswig
NC et al,2014; Habener Jet al, 2012; Yang Yet al, 2011; Pavlinkova G et al, 2009;
Riedel M et al, 2012).

3. Homeostasis de la glucosa

La homeostasis de la glucosa es regulada por la sintesis y secrecién de
glucagon e insulina por parte de las células a y 3 respectivamente. Depende de la
tasa de glucosa que entra a la circulacion y por la que es removida de circulacion.
La glucogenolisis y la gluconeogenesis son las principales fuentes de obtencion
de energia durante el estado pre-prandial.

La sensacion de hambre y saciedad estd modulada por el hipotalamo
llevando a la produccion de neuropéptidos, como el neuropéptido Y (NPY), la
proteina relacionada con aguti (ArGP) y la molécula pro-opiomelanocortina
(POMC), que estimulan 6rganos como el pancreas, intestino y tejido adiposo, que
responden y promueven la produccién de hormonas peptidicas, como la insulina,
la amilina, el glucagon, el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y el péptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP), que son los principales
glucorreguladores de los niveles de glucosa en sangre (Tabla 3).

El glucagon, sintetizado por las células a del pancreas, es la principal
hormona peptidica catabdlica compuesta por 29 aminoacidos, fue descrita por
primera vez en 1950 por el investigador Roger Unger. Y tiene como principal
funcion el mantenimiento de la normoglucemia por medio de la degradacion
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delglucégeno del higado, promover la gluconeogénsis y la cetogénesis (Gerich
JEet al, 1974).

La insulina es la principal hormona con funciones anabdlicas la cual esta
compuesta por 51 aminoacidos, es sintetizada y secretada por las células 3 del
pancreas. Su principal funcién es la disminucion de la glucosa en respuesta al
incremento de las concentraciones de este carbohidrato en el plasma sanguineo
en respuesta a un estado post-prandial (Wallum BJet al, 1992).

La amilina (IAPP islet amyloid polypeptide)es una hormona peptidica
neuroenddcrina compuesta por 37 aminoacidos que es co-expresada y co-
secretada con la insulina en las células 3 en respuesta a un estado post-prandial
en una relacion 1:100. Sus efectos son complementarios a los que desempafia la
insulina para regular las concentraciones de glucosa por medio de dos vias: 1)
suprimiendo la secrecion de glucagon en el estado post-prandial, lo que da por
resultado la disminucién de secrecion de glucosa por parte del higado, 2)
disminuyendo la tasa de absorcidon de alimentos en los intestinos y reduciendo el
consumo de alimentos, puesto que disminuye el vaciamiento gastrico e inhibe la
secrecion digestiva, disminuyendo los niveles de acido gastrico, enzimas
pancreaticas y secrecion de bilis(Moore CX et al, 1991; Cooper GJSet al, 1987,
Ogawa A et al, 1990; Koda JE et al, 1992).
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PANCREAS HORMONA FUNCION
célulaa Glucagon Estimula el rompimiento del glucogeno almacenado
en el higado.
Promueve la gluconeogenesis hepatica.
Promueve la cetogenesis.
célula B Insulina Promueve la captacion de glucosa en las células.
Suprime la secrecion de glucagon post-prandial.
Promueve la sintesis de proteinas y lipidos.
Promueve el uso de glucosa como fuente de energia.
célula 3 Amilina Suprime la secrecion de glucagon post-prandial.
Disminuye la absorcion de alimentos.
Reduce el consumo de alimentos.
INTESTINO
célula K GIP Estimula la secrecion de insulina post-prandial.
Regula la sintesis de lipidos.
célula L GLP-1 Estimula la secreciéon de insulina dependiente de
glucosa.
Inhibe la secrecién de glucagon post-prandial.
Disminuye la absorcion de alimentos.
Reduce el consumo de alimentos.
HIPOTALAMO
Neuropéptidos NPY Genera sefales que promueven la ingesta de
alimentos
ArGP Genera sefiales que promueven la ingesta de
alimentos
En el tejido adiposo disminuye la expresion de
enzimas lipogénicas, aumenta la acumulacién de
grasa y disminuye el graso energético
POMC Inhibe la sensacién de hambre y aumenta la actividad

del sistema nervioso simpatico.

Reduce la secrecion basal de insulina

Tabla 3. Funciones de las principales hormonas glucorreguladoras y de los neupéptidos involucrados en la

estimulacion de la sensaciéon de hambre y saciedad.
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En la década de 1960 los investigadores Perley y Kipnis demostraron que
posterior a la ingesta de alimentos se potenciaba la secrecion y funcién de la
insulina, a este efecto se le denominéd efecto incretina. Este fendmeno ocurre por
la regulacion hormonal de la GLP-1 y GIP (Péptido insulinotrépico dependiente de
glucosa) sintetizadas en el intestino y son secretados en respuesta al consumo de
alimentos ricos en grasas y carbohidratos que potencializan la secrecion de
insulina para regular la homeostasis de la glucosa (Perley MJ et al, 1967).

La GIP participa en la secrecion de insulina y regula el metabolismo de
lipidos, sin embargo, no inhibe la secrecion de glucagon. La GLP-1 estimula la
secrecidon de insulina, suprime la secrecién de glucagon después de la ingesta de
alimentos, disminuye la absorcidn de alimentos e inhibe el consumo de alimentos
debido a la disminucion de la sensacién de saciedad que provoca; ambos son
sintetizados por el intestino en las células K y L respectivamente. (Yip RG et al,
2000; Vilsboll Tet al, 2001; Matsuyama T et al, 1988).

El metabolismo de la glucosa comienza con su transporte intracelular, esta
molécula ingresa a la célula mediante dos tipos de transportadores: los
transportadores de glucosa dependiente de sodio (SGLT) y sistemas facilitadores
del transporte de glucosa independientes de sodio (GLUT). Los primeros se
expresan principalmente en epitelios que se encargan de la absorcion y de la
reabsorcion de nutrientes, como el epitelio del intestino delgado y el epitelio
tubular renal. Las 14 proteinas GLUT que existen se expresan en todas las células
del organismo y permiten transportar la glucosa de un compartimento a otro
(Castrejon V et al, 2007)

La familia de los SGLT son transportadores que acoplan el ingreso de Na® y
glucosa aprovechando el gradiente electroquimico a favor de la entrada del Na”,
transportando a la hexosa en contra de un gradiente de concentracion. Esta
familia incluye a los transportadores de glucosa intestinal y renal SGLT1 y SGLT2
respectivamente. La estructura de los SGLTs consta de 14 dominios
transmembranales tipo a-hélice, con 7 asas intracelulares y 6 extracelulares, con
sus grupos amino y carboxilo terminales del lado extracelular y un sitio de
glicosilacion entre los segmentos 6 y 7. El transporte de Na® se realiza en una
region cercana al amino terminal y la glucosa entra por la region cercana al
carboxilo terminal. Inicialmente la interaccién con el Na® promueve un cambio
conformacional en la proteina que aumenta la afinidad por la glucosa. El gradiente
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quimico de Na* que impulsa el transporte de la glucosa se mantiene por accién de
la bomba ATPasa de Na'/K" (Scheepers A et al, 2004; Brown et al, 2000), Figura
2.

Y i‘tff' sitio de glucosilacion
ne, - EXTRACELULAR
iy,

W

INTRACELULAR

Figura 2. Esquema de la estructura de los sistemas de transporte SGLT. Presentan 14 dominios
transmembranales. Los sitios carboxilo y amino terminal se encuentran del lado extracelular. En el
asa que conecta a los segmentos transmembranales 6 y 7 se encuentra un sitio de glicosilacion.

Los GLUT constituyen una familia de proteinas transmembranales,
encargadas del transporte de los monosacaridos al interior de todas las células.
Son glicoproteinas con 12 dominios hidrofobicos transmembranales con una
estructura a helicoidal conectados entre si por 13 asas hidrofilicas, 6 de ellas son
asas extracelulares y 5 intracelulares; la primera asa es externa y en algunos
GLUT presenta un sitio de glicosilacion. Tienen sus grupos amino y carboxilo
terminales del lado citosélico de la membrana(Figura 3). La selectividad a la
glucosa esta determinada por una serie de 500 residuos de aminoacidos
altamente conservados, poseen un oligosacarido ligado a N. Se han identificado
14 GLUT divididos en tres subfamilias de acuerdo a las similitudes en su
secuencia y a sus caracteristicas funcionales, como su especificidad al sustrato y
su ubicacion tisular (Wu X et al, 2002;CastrejonV et al, 2007).
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sitio de glicosilacion

7
INTRACELULAR H2 . o -
Sitio de reconocimiento — -

de la glucosa

Figura 3.Esquema de la estructura de los GLUT. Se componen de 12 dominios transmembranales,
conectadas por asas hidrofilicas. Las terminaciones amino y carboxilo se encuentran en la parte
citoplasmatica y presentan una serie de aminoacidos muy conservados entre todos los
transportadores. G= glicina; R= arginina; Q= glutamina; L= leucina; K= lisina; S= serina; W= triptéfano

El mantenimiento de las concentraciones de glucosa esta en funcion del
estado post-prandial, en este estado la glucosa es fosforilada a glucosa 6 fosfato
(G6F) por la hexocinasa y oxidada en la via glucolitica formando piruvato y ATP; el
piruvato es oxidado a CO; y H,O en las mitocondrias, en donde se producen 30 a
32 moles de ATP (Osorioet al, 2012).

La glucosa se almacena en el higado y en el musculo en forma de
glucdégeno en el proceso metabdlico de la glucogénesis. En esta via metabdlica la
glucosa se convierte en G6P por la accion de la hexocinasa (en musculo) o de la
glucocinasa (en higado), la G6P se convierte en glucosa 1-fosfato (G1P) por la
accion catalitica de la fosfoglucomutasa, G1P se convierte en UDP-glucosa
mediante la UDP-glucosa pirofosforilasa; la glucogeno sintasa cataliza la
formacion de los enlaces a (1—4) entre las unidades de glucosa del glucdgeno,

por ultimo, la enzima ramificadora del glucégeno (transglucosilasa), cataliza la
transferencia de un segmento de 6-7 residuos de un lugar a otro de una misma
cadena lineal, o de una cadena a otra, formando enlaces a (1—+6), que conduce a

una molécula de glucégeno altamente ramificada que es almacenada. Asi mismo,
en el tejido adiposo se almacena en forma de triacilgliceroles a partir de la acetil
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CoA proveniente del piruvato, estos procesos son realizados gracias al efecto de
la insulina. (American Diabetes Association, 2004).

Durante un estado de ayuno (4-12h) es esencial mantener las
concentraciones de glucosa para evitar un estado hipoglucémico, este proceso
estd regulado principalmente por la secrecién de glucagon por la célula a del
pancreas enddcrino, el glucagon es la principal hormona peptidica con funciones
catabdlicas, por lo que durante el estado de ayuno se activan principalmente las
vias metabdlicas de la glucogenolisis en el higado y el musculo, en esta via
metabdlica se rompe el glucégeno para secretar glucosa al plasma sanguineo,
este rompimiento del glucégeno se lleva a cabo mediante la glucégeno fosforilasa
que cataliza la fosforolisis de los enlaces a (1—+4) del glucogeno para convertirlo

en G1P que mediante la accion de la fosfoglucomutasa se convierte a G6P; en
musculo, la G6P entra en la via de la glucolisis produciendo piruvato que puede
dar lactato o CO; y H,O en las mitocondrias.

Asi mismo, se activa la via de la gluconeogénesis en el higado, fendmeno
que solo ocurre en este 6rgano en un estado de ayuno moderado, en esta ruta
metabdlica, se sintetiza glucosa de novo a partir de precursores de aminoacidos
como la alanina y el lactato, finalmente en el tejido adiposo ocurre la degradacion
de acidos grasos Yy triglicéridos.

Hormonas como la noradrenalina y el cortisol participan en el
mantenimiento de las concentraciones de la glucosa y la obtencién de ATP en un
estado de ayuno prolongado (>12h), estas hormonas inducen la sintesis de
cuerpos cetonicos a partir de la oxidacion parcial de los acidos grasos en el
higado, que se transportan hacia tejidos extrahepaticos, donde actuan como
fuente de energia en el ayuno prolongado y la inanicién, asi como en la
degradacion de proteinas para la obtencion de aminoacidos en el musculo para la
obtencion de novo de glucosa a partir de la gluconeogénsis (Bolli GB et al, 1999;
Hirsch IB et al, 1999).

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por alterar la
homeostasis de la glucosa, presentar resistencia a la insulina o pérdida de la
sintesis de esta hormona, lo que significa una disminucién en los efectos ejercidos
para disminuir las concentraciones de glucosa plasmatica, lo que provoca una
deficiencia en la regulacién de la sintesis y secrecion de glucagon, ocasionando
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una hiperglucagonemia, alterando la regulacion de la gluconeogenesis,
glucogenolisis y la secrecion de glucosa en el higado. Por otro lado los efectos
ejercidos por la amilina, la GLP-1, la GIP en conjunto con la insulina provocan
alteraciones tales como: 1) absorcién rapida de alimentos, 2) mayor consumo de
alimentos y 3) se pierde la capacidad de regular la secrecion de insulina y
glucagon post-prandial.

©

i/

Glucagon|Insulina Glucosa \\
Secretagogos no
de glucosa
= Adiponectina
F INF-o.
o [P
Pancreas
Captacion de glucosa insulino-dependiente Musculo esquelético

Figura 4. Esquema de todos los érganos involucrados en la homeostasis de la glucosa
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4. Organizacion del pancreas

El pancreas es una glandula mixta del sistema digestivo formado por tejido
exocrino y enddcrino. El pancreas exocrino esta constituido por células ductales y
células acinares, este grupo de células representan un 95-99% de la masa total
del pancreas. Las células acinares producen enzimas como la amilasa, la lipasa y
la fosfolipasa que participan en la digestion de nutrientes, enzimas que son
liberadas por las redes ductales hacia el duodeno (Pan FCet al, 2011).

El tejido enddcrino del pancreas estd compuesto por los islotes de
Langerhans que representan entre el 1-5% de la masa total del pancreas. Los
islotes estan compuestos por cinco diferentes tipos celulares, cada una de estas
células sintetiza diferentes hormonas, las células a se encargan de sintetizar
glucagon, las células B sintetizan insulina y amilina, las células & sintetizan y
liberan somatostatina, las células que sintetizan el polipéptido pancreatico son las
células PP y finalmente las células encargadas de sintetizar y secretar la grelina
son las células «.

En modelos murinos, la organizacién de los islotes se caracteriza por
contener un porcentaje muy alto de células 3 en el centro, rodeadas por las células
a, €, 0y PP (Figura 5).

La insulina y el glucagon se encargan de regular los niveles de glucosa en
la sangre, el polipéptido pancreatico es un potente inhibidor de la secrecion de las
enzimas del pancreas exocrino, la grelina se encarga de regular el apetito y la
somatostatina regula la secrecién de la insulina, el glucagon y el PP (Bonal C et al,
2008).
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5. Desarrollo del pancreas

El desarrollo del pancreas es un proceso complejo y altamente regulado
que involucra vias de sefializacion y la expresion de una serie de factores de
transcripcion que se activan en forma jerarquica y temporal y que son capaces de
iniciar y mantener la diferenciacion de los distintos tipos celulares del pancreas asi
como su funcidén y de obtener un 6rgano con el tamafio adecuado.

El estudio del desarrollo del pancreas de ratas se ha dividido en tres
transiciones. La primera transicion ocurre durante la organogénesis temprana y se
conoce como fase transicional primaria o primera transicion y ocurre desde el dia
embrionario E8.5 al E12.5, en la que se forman los primordios pancreaticos, dorsal
y ventral que sufren un proceso de evaginaciéon alrededor del mesénquima que
contendra las células progenitoras multipotentes del pancreas. Durante esta
transicion en el dia E10.5comienza la coexpresion de glucagon e insulina. La
segunda transicion ocurre entre E13 y E16.5, y en ésta se inicia el proceso de
tubulogénesis ductal asi como la diferenciacion de las células que componen el
tejido enddcrino y el tejido exocrino del pancreas.Entre E12 y E14 las células
progenitoras multipotentes forman un dominio troncal que dara origen a las células
ductales y de manera parcial se alojan las células enddcrinas y un dominio apical
quedara origen a las células acinares. La tercera transicion se presenta desde
E16.5 hasta el nacimiento, a esta transicién se le denomina isletogénesis. Durante
esta fase las células enddécrinas alojadas parcialmente en el dominio troncal del
pancreas comienzan a migrar a través de la matriz extracelular alrededor del
mesénquima en donde finalmente se agregan para formar los islotes de
Langerhans (Bonalet al, 2008). Los islotes no se forman totalmente hasta poco
antes del nacimiento en E18-19 y continlan su remodelacién y maduracién
durante 2 6 3 semanas posteriores al nacimiento (Hollandetal, 2002; Kelly C et
al,2011; Zaret KS et al, 2008)(Figura 5).
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Figura 5. Esquema del desarrollo del péancreas. Primera transicion, donde se forman los primordios
pancreaticos (dorsal y ventral) y va desde E8.5 a E12.5. Segunda y tercera transicién, ocurre la tubulogénesis
ductal, diferenciacion de células endocrinas y exocrinas e isletogénesis. Tomada y modificada de Cecil et al,
2012.

El &cido retindico (RA) participa en el desarrollo del pancreas, el cual define
la posicion anterior-posterior endodérmica del pancreas. Estudios realizados en
ratones han demostrado que el RA tiene efectos especificos en el desarrollo del
dominio dorsal pancreatico. Aldh1a2 es un gen que codifica la enzima requerida
para la sintesis de RA y se expresa en el mesénquima dorsal del pancreas. La
supresion de este gen conduce a la agenesia de la parte dorsal pancreatica.
(Mastracci TL et al, 2012).La via de sefalizacion HIPPO-YAP es importante para
controlar el tamafio de los 6rganos y la homeostasis de los tejidos. Originalmente
fue identificada en Drosophila melanogaster y se ha demostrado que esta

21



altamente conservada en mamiferos. Consta de una cascada de cinasas, Mstl 1/2
y Lats 1/2. El complejo Mstl 1/2 cinasas se une a la proteina scaffold Sav1,
haciendo que se fosforile y active Lats 1/2 cinasas que a su vez se une a Mob1,
otra proteina scaffold para fosforilar a yes-associated protein (YAP) en una
secuencia de cinco residuos de serina. La fosforilacién de YAP puede provocar
una retencidn citoplasmatica, degradacion o alteraciones en la proliferacion
celular, dependiendo de la posicion de la fosforilacion. Estudios en modelos
murinos han demostrado que la via de sefalizacion HIPPO-YAP es una via
principal que se activa de manera temprana en el desarrollo del pancreas, se ha
demostrado que la inactivacion de YAP a través de su fosforilacion inhibe la
division celular de las células pancreaticas dando como resultado una reduccion
en el tamano del érgano (BinZhao LL et al, 2011; Xian L et al, 2015).

5.1 Factores de transcripcion en el desarrollo temprano del pancreas

Se ha realizado poca investigacion sobre la diferenciacion del linaje
exécrino del pancreas, por lo cual no se han establecido cuales son todos los
factores de transcripcion que participan en el desarrollo y funcion de las células
acinares y ductales. Estudios recientes han demostrado que la masa celular
exdcrina depende en gran parte de las células positivas a Pdx1, asi como de la
expresion a Ptfla y MIST1 a partir del dia E13.5 que son factores que estan
altamente involucrados en el desarrollo del pancreas exécrino. En la diferenciacion
también participan vias de sefalizacibn como Wnt/B-catenina y Notch, que son
requeridos en la expansion y diferenciacion de los progenitores exdcrinos (Claire B
et al, 2008).

22



ARX
BRN4
NKX2-2
PAX6
NEUROD1
IRX1/2
MAFB

NEUROD1
PDX1
NKX2-2

R Migracidn de —
células Nitke-= MAFA
endocrinas PAX4
" Progenitor exocrino/ . Celulas beta (insulina)
(CPA+/PTF1A+) 3 :
i . o . Células alfa (glucagon)
“ , Progenitor pancreatico O : | ;
% /ductal/célula troncal (PDX1 Células delta (somatostatina)
+/PFT1A+/SOX9+) Células PP (polipéptido pancreatico)
+  Progenitor endocrino O Células epsilon (grelina)

(NEUROG3+)

Figura 6. Diferenciacion de los tipos celulares de los islotes de Langerhans. Células progenitoras
multipotentes (PDX1, SOX9, PTF1A) presentes en epitelio ductal durante el desarrollo del pancreas y
factores de transcripcion presentes en el desarrollo y diferenciacion cada tipo celular. Tomada y modificada de
Mastracciet al, 2012.

La morfogénesis y el desarrollo del pancreas enddcrino es regulado por
una cascada de factores de transcripcion (Martin M et al, 2007; Lyttle BM et al,
2008). La diferenciacion de las células enddcrinas requiere que se activen vias de
sefalizacion en tiempos determinados vy cualquier alteracibn provocara
modificaciones en la diferenciacién del tejido enddcrino. Son muchos los factores
que participan en la diferenciacién del pancreas enddcrino y otros mas que son
responsables del mantenimiento y funcidén de éste. En ratas, la expresiéon de Ngn3
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(neurogenin 3) inicia en E8.5, y da origen a los progenitores de las células
endocrinas. La expresion de factores de transcripcidn rio abajo de Ngn3, inducira
el desarrollo y diferenciacion de cada uno de las células que componen a los
islotes de Langerhans (Bonal C y Herrera PL, 2008; Figura 6).

5.2 Desarrollo, diferenciacion y maduracion de las células a

A través de estudios genéticos realizados sobre el desarrollo de los
diferentes tipos celulares del pancreas, se han identificado factores que participan
en el desarrollo y maduracién de las células a, tales como Arx y Foxa2 que juegan
un papel crucial en la diferenciacién inicial y terminal de las células q,
respectivamente. Otros factores como Foxal, Pax6, Brn4, 1SL-1 y MafB regulan la
transcripcion del preproglucagon para dar origen al glucagon.

La diferenciacion de las células acomienza por la represion en la expresion
del factor de transcripcion Pax4 (paired box 4) y Arx (aristalessrelated homeobox).
Los RNA mensajeros (RNAm) de Pax4 pueden ser detectados en las células del
pancreas en desarrollo a partir deE9.5, su expresion es restringida en células que
sintetizan y secretan insulina y presenta un decremento en su expresion poco
tiempo después del nacimiento (Collombatet al, 2003). Embriones que no
presentan la expresion de Pax4 pero si expresan los factores de transcripcion
Pdx1 y Hb9 (hombeobox 9) en la primera transicion del desarrollo de este érgano,
muestran que no hay diferenciacion de las células B del pancreas, indicando que
Pax4 es requerido durante la transicion secundaria para la diferenciacion de las
células B. Se ha reportado que la falta en la expresion de Pax4 en ratas, induce un
decremento en el numero de las células & y un incremento en el numero de
células que expresan glucagon y grelina. Pax4 reprime la sintesis del factor de
transcripcion Arx inhibiendo la diferenciacion de las células a, también actua como
un represor transcripcional de la expresion de glucagon y grelina por la unién
directa a su promotor (Liu Z et al, 2011).

En contraste a la funcion que Pax4 desempena en la diferenciacion de las
células B del pancreas, el factor de transcripcion Arx es el responsable de la
diferenciacion inicial de las células a del pancreas, el cual actua rio abajo de la
Ngn3 (Kubo A et al, 2011). La mutacion del factor de transcripcion Arx en ratas
ocasiona una pérdida completa en la diferenciacion de las células a y un
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incremento en el numero de células B y . La inhibicidn en la expresion de Arx es
regulada cuando comienza la sintesis de Pax4 y la represion en la expresion de
Pax4 inicia cuando Arx es sintetizada, indicando que Arx y Pax4 se inhiben
mutuamente debido a que Arx tiene sitios de union en el promotor de Pax4 y
viceversa. Estos datos resaltan la importancia del balance en la sintesis de estos
factores de transcripcion para poder realizar de manera correcta el proceso de
diferenciacion celular de las células a y . Nkx 2.2 (homeoboxproteinnkx 2.2) inicia
su expresion de forma paralela a Pax4 mostrando que su presencia es
fundamental en las primeras etapas de la diferenciacion de las células .

El factor de transcripcién Pax6 (paired box 6) inicia su sintesis en el epitelio
pancreatico en E9.5-10.5, y se expresa en células positivas a insulina y células
positivas a glucagon. Pax6 es esencial para la formacion de las células a, la
mutacion de este factor induce una reduccion en la sintesis de glucagon (Hart AW
et al, 2013).

MafA (musculoaponeuroticfiborosarcomaoncogenehomolog a) y MafB
(musculoaponeuroticfibrosarcomaoncogenehomolog b) son miembros de una gran
familia de factores involucrados en la transcripcion de insulina y glucagon. Ambos
son responsables de la maduracion de las células a y B, sin embargo, MafA es
exclusivo para las células B y MafB se encuentra en los dos tipos celulares y en la
etapa adulta su expresion se limita solo en las células a. Finalmente Pdx1 limita su
expresion a las células B a partir de E17 permitiendo la maduracion de estas
células y regulando la transcripcion de los marcadores de las células f como son
Glut2 y la glucocinasa (Hang Yet al, 2011). A partir de E14.5, Brn4 se expresa solo
en las células a, y es responsable de la expresion de glucagon y de mantener la
identidad de estas células durante el desarrollo y en la vida adulta del organismo
(Liu J et al, 2011).

Se ha demostrado que la presencia de GLP-1(glucagonlikepeptide 1) inhibe
la expresion de Rb (retinoblastoma), lo cual da resultados controversiales, ya que
la inhibicién de la expresion de Rb induce la proliferacion de células B, pero
ocasiona que se detenga el ciclo celular de las células a, asi mismo, la expresion
de p107 induce que se detenga el ciclo celular de las células a y la inhibicién de
ambas proteinas induce la proliferacion de las células a (Wooet al, 2014).
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Durante la diferenciacion y el desarrollo de las células enddcrinas (E10.5)
hay una poblacion celular que coproduce las hormonas peptidicas de insulina y
glucagon, sin embargo, conforme avanza el desarrollo, esta poblacion de celular
disminuye. Se ha demostrado que esta poblacion expresa el factor de
transcripcion Arx presente exclusivamente durante la diferenciacién de las células
a y no expresa el factor de transcripcion Pdx1 el cual es exclusivo para la
diferenciacion de las células B. Se ha sugerido que estas células representan una
fase transitoria durante el desarrollo que llevan a la maduracion de las células q,
sin embargo, debido a esta caracteristica, han sido propuestas para realizar
ensayos de reprogramacion celular y realizar la conversién de células a a células
B en enfermedades como la DM. Se ha reportado que el desarrollo en un ambiente
hiperglucémico altera la expresion de los factores de transcripcion que participan
en los procesos de diferenciacion y desarrollo de diversos linajes celulares
(Pavlinkova G et al, 2009).

6. Fisiologia y regulacion de la célula a del pancreas endécrino

Las células a son las encargadas de la sintesis y secrecion del glucagon,
estas células tienen un papel fundamental en incrementar los niveles de glucosa
en condiciones hipoglucémicas para mantener la homeostasis de la glucosa por
medio de la degradacién del glucogeno, promover la gluconeogénesis y la
cetogénesis. La sintesis del glucagonen las células a pancreaticas, comienza a
partir de la expresion del gen del preproglucagon, la expresién de este gen dara
origen a la sintesis de hormonas peptidicas como el glucagon, GLP1 y GLP2. La
sintesis y maduracion de estos peptidos se da gracias a la reaccion enzimatica de
las prohoromonas convertasas (PC). La expresion de los subtipos de PC va a
mediar la produccion de las diferentes hormonas peptidicas. La prohormona
convertasa 2 (PC2) se expresa unicamente en las células a, lo que dara origen al
glucagon, posteriormente esta hormona es secretada por la célula a del pancreas
endocrino (Gerich et al, 1974). El glucagon se encarga de liberar glucosa, la
insulina es una hormona sintetizada y secretada por la célula B del pancreas
endocrino que ejerce acciones opuestas al glucagon, la insulina disminuye las
concentraciones de glucosa en la sangre y activa las vias metabdlicas de la
glucdlisis y de la glucogenogénesis (Gromadaet al, 2007; Leunget al, 2005).
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La secrecion de glucagon esta regulada a diferentes niveles, la principal
depende de las concentraciones de glucosa en la sangre, al disminuir las
concentraciones de glucosa sanguinea, la célula a secreta glucagon al higado y
activa la via de la glucogenolisis en el higado y el musculo, en esta via metabdlica
se rompe el glucdégeno para secretar glucosa al plasma sanguineo, asi mismo, se
activa la via de la gluconeogénesis en el higado, fendmeno que sélo ocurre en
este 6rgano en un estado de ayuno moderado, en esta ruta metabdlica, se
sintetiza glucosa de novo a partir de precursores de aminoacidos como la alanina
y el lactato, finalmente en el tejido adiposo ocurre la degradacién de acidos grasos
y ftriglicéridos, estos procesos sirven para mantener las concentraciones de
glucosa.

La secrecion de glucagon en las células a en condiciones de hipoglucemia,
se da por un incremento intracelular de la relacién ATP/ADP, el cual va a activar
los canales de potasio dependientes de ATP (KATP), éste a su vez va inducir un
disparo en el potencial de accidon en el cual va a haber activacion de los canales
de sodio y de los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv), finalmente los
canales de calcio se activan incrementando las concentraciones de calcio
intracelular induciendo la secrecion de los granulos de glucagon al medio
extracelular (Rorsman et al, 2014)

En contraparte al incrementarse los niveles de glucosa sanguinea se inhibe
la activacion de los KATP por el incremento en las concentraciones ATP/ADP, asi
mismo, se inhibe la activacion de los canales de Na, de los canales de potasio
dependiente de voltaje (Kv) y disminuyen los niveles intracelulares de calcio,
impidiendo la secrecion de los granulos de glucagon. Otro mecanismo de
regulacion es a nivel endocrino, al incrementarse las concentraciones de insulina
se inhibe la liberacion de glucagon y de manera opuesta al disminuir las
concentraciones de insulina se incrementa la liberacién de glucagon, también la
secrecion de somatostatina por parte de la célula & regula la liberacién de
glucagon. En la célula a se expresa el receptor tipo 2 de somatostatina, este
receptor es un receptor acoplado a proteinas G inhibidoras, al momento de
activarse este receptor se inhibe la liberacion de glucagon al haber un incremento
en los niveles de esta hormona peptidica (Rorsman et al, 2014).
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Las células a y B del pancreas endocrino pueden ser regulados por los
neurotransmisores GABA y glutamato, ambos neurotransmisores son sintetizados
en la célula B y pueden regular la secrecion de glucagon, por un lado la liberacion
de GABA a la célula a ejerce su accion en los receptores GABAA y GABAB dando
como resultado la inhibicion de la secrecion de glucagon y de manera opuesta la
liberacién de glutamato y la unién a su receptor AMPA induce la liberacion de
vesiculas de glucagon (Braun M et al, 2004; Frankilet al, 2004; Sakurai Het al,
1974; Kumar Uet al, 1999).

En la fisiopatologia de la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2, la célula a
presenta un incremento desregulado en la secrecion de glucagon contribuyendo a
que se presente constantemente una condicion de hiperglucemia. En la diabetes
tipo 1se presenta una hiperplasia de las células a y una disminucion de las células
B dando como resultado un incremento en los niveles de glucagon, como
consecuencia hay una activacion de las rutas metabdlicas de la glucogendlisis y la
gluconeogénesis provocando un incremento en las concentraciones de glucosa en
la sangre. En la diabetes tipo 2 la resistencia a la insulina que puede definirse
como la incapacidad de la insulina de ejercer su accion sobre su receptor y la
pérdida en la regulacién de la secrecion de glucagon, contribuyen a que se
presente un incremento en los niveles de glucosa.

7. Estreptozotocina como agente inductor de hiperglucemia crénica en
modelos murinos

La STZ (2-deoxy-2(3-methyl-3-nitrosouredio)-D-glucopyranosa; es una
glucosamina-nitrosourea, es un antibiético producido por la bacteria Streptomyces
achromogenes. Es un agente diabetogénico ampliamente utilizado para induccion
de hiperglucemia experimental en modelos murinos. Su accion citotoxica es
ejercida directamente sobre las células B pancreaticas de manera especifica y
rapida que da por resultado la necrosis celular irreversible (Wu J et al, 2015;
Szkudelzki T, 2012).Figura 7

La administracion de la STZ induce una respuesta trifasica: 1) a las dos
horas después de la administracion, los niveles de glucosa se elevan por procesos
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de glucogenolisis en el higado, 2) 10 horas después de la administracion los
niveles de glucosa descienden y 3) a las 24 horas después de la administracion de
STZ se produce una hiperglicemia cronica y es eliminada por la orina en 48 horas.
La severidad de la hiperglucemia inducida depende de la dosis de STZ que es
administrada. Se sabe que a dosis elevadas (240mg/kg) se produce una necrosis
masiva de las células B y un incremento significativo en los niveles de glucosa en
ratas. Dosis intermedias (35mg/kg-40mg/kg)se induce una necrosis moderada de
las células B y disminuyen la efectividad de la insulina similar al que se presenta
en la diabetes tipo 2 (DT2). A dosis bajas (<35mg/kg) no induce hiperglucemia
cronica (Islam S et al, 2012; Junod A et al; 1967).
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Figura 7. Estructura quimica de la estreptozotocina.

La STZ estd compuesta por una molécula de glucosa acoplada a una
molécula de  metilnitrosourea altamente reactiva que ejerce los efectos
citotoxicos.La STZes reconocida por el transportador GLUT2 presente en las
células B, es metabolizada por el higado y rapidamente eliminada por excrecion
renal, sin embargo, GLUT2 también es expresado en menor proporcion en el
higado y el rifidn. Debido a que su vida media en el plasma sanguineo es de 15
minutos se puede asumir que cualquier dafio presente en estos 6rganos es debido
al incremento en los niveles de glucosa y no por la administracién de STZ.

Debido al proceso de necrosis y a la disminucion de la masa celular 3, el
incremento en los niveles de glucosa activa vias de sefializacidén y bioquimicas
que incrementan las concentraciones intracelulares de NADH/NAD", esto crea un
ambiente pseudohipdxico caracterizado por un estrés reductivo, la via de la
hexosamina modifica la proteina O-ligado N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) , activa
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la proteina cinasa K (PKC). La activacion de la via de los polioles da por resultado
la acumulacion de sorbitol, de fructosa, la formacion de metilglioxal y de enediol.
Todos estos procesos culminan en la produccion excesiva de especies reactivas
de oxigeno y junto a la insuficiencia de producir antioxidantes alteran el
funcionamiento de las células B por la alteracion en procesos redox que inducen
alquilaciones en el DNA y la fragmentacién de esta molécula ((Wu Jet al, 2015;
Szkudelzki T, 2012) Figura 8.

Las complicaciones provocadas por la hiperglucemia son derivadas de la
glucotoxicidad crénica que induce un estrés directo en las células B por las
concentraciones elevadas de glucosa que traen como consecuencia efectos
adversos en el funcionamiento de estas células. Se ha demostrado que los efectos
glucotoxicos en las células B, muestran alteraciones en el funcionamiento de las
mitocondrias, incrementando los niveles de ROS vy alterando el funcionamiento de
este tipo celular.
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Figura 8. Destruccion parcial de las células 3 por accién de la STZ, reduccién de la masa celular 3 e
induccion de hiperglucemia crénica. Tomado y modificado de Wu et al, 2015.
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8. Planteamiento del problema

Se ha demostrado que el ambiente hiperglucémico in utero, en el que se
desarrollan los productos de madres diabéticas, afecta la diferenciacion vy
desarrollo del pancreas, lo que provocara efectos adversos en la vida adulta del
organismo que tendra un mayor riesgo de desarrollar diabetes, obesidad,
sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares (Sanchez LSet al, 2008).
Sin embargo, no hay estudios que revelen el mecanismo de accion a través del
cual se generan estas alteraciones en la etapa embrionaria, fetal y post-nataly que
repercutiran en la vida adulta de los descendientes de madres diabéticas.

Debido a la importancia que tiene la célula adel pancreas en regular la
homeostasis de la glucosa, es importante realizar investigaciones en modelos
animales para identificar qué mecanismos se alteran durante la diferenciacion y
desarrollo de las células a en un ambiente hiperglucémico.

Por tal motivo en este estudio se propuso analizar las alteraciones en la
expresion de los factores de transcripcion Arx y Brn4 los cuales participan en la
diferenciacion, desarrollo, mantenimiento y funcién de las células a, asi como
demostrar las alteraciones en la expresion de glucagon en tiempos fetales y post-
natales.

9. Hipotesis

El ambiente hiperglucémico in utero provocara alteraciones en la expresion
de los factores de transcripcion requeridos para la diferenciacién, mantenimiento y
funcioén de las células a (Arx y Brn4) a los 17 y 21 dias fetales, a los 20,28 y 90
dias post-natales y en consecuencia afectara la homeostasis de la glucosa y
ocasionaran alteraciones metabdlicas en la vida adulta de las crias.
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10. Objetivo General

Identificar los cambios en la expresién de los factores de transcripcién que
participan en la diferenciacion y mantenimiento de las células a (Arx y Brn4) en
fetos y crias de ratas hiperglucémicas y compararlos con la de fetos y crias de
ratas sanas.

10.1 Objetivos particulares

« Comparar niveles de glucosa y peso de ratas gestantes con hiperglucemia
con ratas gestantes sanas.

« Comparar peso y tamano de fetos de 17 y 21 dias de gestacion que se
desarrollaron con hiperglucemia in utero con fetos de madres sanas.

« Comparar peso, tamafo, niveles de glucosa y peso del pancreas de crias
de 20, 28 y 90 dias que se desarrollaron en un ambiente hiperglucémico
con crias sanas.

* |dentificar en el pancreas de fetos y crias hiperglucémicas los cambios de
expresion de los factores de transcripcidon Arx y Brnd4y compararlos con
fetos y crias sanas por medio de técnicas inmunohistoquimicas y de
western blot.

» |dentificar cambios en la sefial positiva de insulina y glucagon en tejido
pancreatico en fetos y crias hiperglucémicas y compararlos con fetos y

crias sanas por medio de técnicas inmunohistoquimicas.

» Comparar las curvas de tolerancia a la glucosa de crias de 28 y 90 dias del
grupo control y experimental.
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11. Materiales y Métodos

11.1 Apareamiento

Se aparearon 30 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley con un peso de
250-300 g con machos de fertilidad comprobada durante toda una noche. Al dia
siguiente a las 8:00 a.m. se realizaron frotis vaginales; la presencia de
espermatozoides en el frotis determind éste como el dia 1 de la gestacién (Figura
9y 10).

11.2 Lote control

A 15 ratas gestantes de la cepa Sprague-Dawley se les administroé dia E5
una dosis i.p de 0.2-0.3ml de amortiguador de acetatos a 0.1M a un pH 4.3,
dependiendo su peso.

Se formaron los siguientes grupos.

e Grupo 1C: 3 ratas gestantes sanas que se sacrificaron a los 17 dias
de gestacion (inicio de la proliferacion endocrina).

e Grupo 2C: 3 ratas gestantes sanas que se sacrificaron a los 21 dias
de gestacion (término de la formacion de islotes durante la
gestacion).

e Grupo 3C: 3 ratas gestantes sanas cuyas crias fueron sacrificadas a
los 20 dias de nacidas (maduracién del pancreas antes del destete).

e Grupo 4C: 3 ratas gestantes sanas cuyas crias fueron sacrificadas a
los 28 dias de nacidas (respuesta del pancreas enddécrino a la dieta).

e Grupo 5C: 3 ratas gestantes sanas cuyas crias fueron sacrificadas a
los 90 dias de nacidas (adaptaciones y mantenimiento del pancreas
enddcrino (Figura 9).
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Figura 9. Disefio experimental y linea del tiempo del lote control.

11.3 Lote experimental

A 15 ratas gestantes de la cepa Sprague-Dawley se les administro al dia ES
una dosis ip de 40mg/Kg de STZ en amortiguador de acetatos a 0.1M a un pH 4.3.
A las 48 hrs después de la administraciéon de STZ, se les determinaron los niveles
de glucosa sanguinea de la vena caudal(glucometro Accu-Check®), las que
presentaron niveles 2200mg/dL fueron consideradas diabéticas. Se formaron los

siguientes grupos:

Grupo 1E: 3 ratas gestantes diabéticas que se sacrificaron a los 17
dias de gestacion (inicio de la proliferacion endocrina).

Grupo 2E: 3 ratas gestantes diabéticas que se sacrificaron a los 21
dias de gestacion (término de la formacién de islotes durante la
gestacion).

Grupo 3E: 3 ratas gestantes diabéticas cuyas crias fueron
sacrificadas a los 20 dias de nacidas (maduracion del pancreas
enddcrino antes del destete).

Grupo 4E: 3 ratas gestantes diabéticas cuyas crias fueron
sacrificadas a los 28 dias de nacidas (respuesta del pancreas
enddcrino a la dieta).

Grupo 5E: 3 ratas gestantes diabéticas cuyas crias seran
sacrificadas a los 90 dias de nacidas (adaptaciones y mantenimiento
del pancreas enddcrino; Figura. 10).

34



Administracion Obtencion de

de STZ Nacimiento pancreas
Apareamiento \l I/
' | | |
|

|
| [ I I I |
7

0 5 17 1. 4 2| 8 920

Determinacion de glucosaJ ’ 2 £
sanguinea Obtencion de Obtencion de pancreas

pancreas de fetos

N\ b /

Gestacion Crecimiento de las crias
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Durante la gestacion a las ratas se les determind una vez por semana peso, y
glucosa sanguinea (glucometro Accu-Check®). A los dias, 17 y 21 de gestacion se
sacrificaron por dislocacién craneo-cervical y se determind el numero de fetos
vivos, muertos y el numero de reabsorciones. Los fetos se pesaron en balanza
analitica (Sartorius EMBM) y se midieron con un vernier (Mitutoyo CD-6" CSX) de
la cabeza a la cola para obtener la talla, se registrd la presencia y tipo de
malformaciones macroscopicas. A través de la decapitacion de los fetos, se
succiond sangre con ayuda de un capilar, la muestra de sangre se colocé en una
tira reactiva para determinar los niveles de glucosa sanguinea (glucometro Accu-
Check®). Se les extirpo el pancreas, se peso yfijo en una solucion de formol-PBS
al 10%. El tejido pancreatico se deshidraté en alcoholes graduales (50%-100%)
durante 60 min en cada cambio, se transfiri6 a xilol durante 30 minutos y se
incluyé en Paraplast© (Leica). Se realizaron cortes de 5um con un micrétomo
(KEDEE KD-3358) y se montaron en portaobjetos tratados con Poli-L-lisina
(Sigma®).

Las crias de 20, 28 y 90 dias se pesaron en balanza (Sartorius EMBM), se
midieron con una cinta métrica de la cabeza a la punta de la cola y se les
determinaron los niveles de glucosa sanguinea una vez por semana (glucometro
Accu-Check®). Posteriormente fueron sacrificadas por decapitacion, se obtuvo el
pancreas, se pesoO en una balanza analitica (Sartorius EMBM), se fijaron en una
solucién de formol-PBS al 10% e incluyeron en Paraplast® (Leica). Se realizaron
cortes de 5um con un micrétomo (KEDEE KD-3358) y se montaron en
portaobjetos tratados con Poli-L-lisina (Sigma®) y se procesaron con técnicas de
inmunohistoquimica.
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El proyecto fue aprobado por la Comisién Local de Investigacion del IMSS
(R-2009-3604-21) y el uso y manejo de los animales de laboratorio se realiz6 bajo
la norma establecida NOM-062-ZO0-1999, en todos los procedimientos
experimentales se evitd cualquier dafio o sufrimiento innecesario de los animales.

11.4 Inmunohistoquimica

Los cortes de pancreas montados en portaobjetos tratados con Poli-L-lisina
(Sigma®) se colocaron 30 minutos en una incubadora con control de temperatura
a 60°C y posteriormente en xilol por 30 minutos a temperatura ambiente. Los
cortes se hidrataron con alcoholes graduales (100%--50% y PBS 1x) durante 10
minutos cada uno. Se colocaron durante 10 minutos en el recuperador de antigeno
5x (Rodent Decolaker) a una temperatura de 120°C, se permeabilizaron las
membranas de los cortes histolégicoscon PBS1x-triton 0.25% durante 10 minutos.
Se coloco el inhibidor de peroxidasa (H2O, al 10%) durante 20 minutos, se lavaron
con PBS1x-triton 0.25% durante 10 minutos, sedepositaron 2 gotas de bloqueador
de proteinas (ImmunoDNA Background Blocker) durante 30 minutos y se agregé
el anticuerpo primario, para Arx (Santa Cruz Biotechnology) utilizando una dilucion
1:100, para Brn4 (Abcam) una dilucion 1:300, para insulina se utilizé una dilucion
1:400 (Thermo Scientific) ypara glucagon se us6 una dilucion 1:500 (Thermo
Scientific) en PBS1x-triton 0.25%, todos los anticuerpos se dejaron incubando toda
la noche a una temperatura de 4°C.

Al dia siguiente se realizaron 4 lavados con PBS1x-tritén 0.25% 10 minutos
cada uno, se agreg6 una gota de biotina (Biocare) durante 30 minutos, se hicieron
otros 4 lavados con PBS1x-tritobn 0.25% durante 10 minutos, se deposité una gota
de avidina-HRP durante 30 minutos, se realizaron 4 lavados con PBS1x-tritdn
0.25% durante 10 minutos y se reveld con diaminobenzidina (1:100; BioSB)
durante 1 minuto. Se contratifid con hematoxilina de Harris durante 1 minuto y se
deshidraté en alcoholes graduales (70%-100%) durante 3 minutos en cada
alcohol, se depositaron en xilol por 3 minutos y se montaron con entellan (Sigma).

Se realizaron analisis de densidad Ooptica integrada (IOD) a partir de
imagenes obtenidas por medio de microscopio optico (Nikon ecilpse E400) para
obtener valores semi-cuantitativos de la expresion de proteinas en el tejido por
medio del Software Image Pro Plus®.
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11.5 Western Blotting

En los diferentes tiempos de estudio se obtuvieron muestras de pancreas
que se congelaron inmediatamente a -70°C. Las muestras se trituraron en
morteros congelados para conservar la muestra, se agrego buffer de lisis
suplementado con un inhibidor de proteasas, las muestras se colocaron en tubos
eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se centrifugaron (eppendorf centrifuge 5402) a 12.500 rpm durante 15 minutos a
4°C y se recuperdo el sobrenadante. Al sobrenadante se le cuantifico la
concentracion de proteina por medio del método de Bradford.

Las muestras de proteinas con una concentracion de 40ug/ml se separaron
en un gel de poliacrilamida al 12%, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa en camara humeda (Bio Rad®) a 4°C durante toda la noche.Para
confirmar la transferencia de proteinas se tifid con rojo Ponceau, se bloqueé la
membrana con albumina al 1.5% (Amresco®) durante 1 hora a temperatura
ambiente y se dej6 incubando con el anticuerpo primario toda la noche. Para Arx
(Santa Cruz Biotechnology) se utilizé una dilucién 1:500, para Brn4 una dilucién
1:300 (Abcam), posteriormente se realizaron lavados con PBS 1x durante 10
minutos cada uno y se incub6 con el anticuerpo secundario de cabra IgG anti-
conejo (Santa Cruz Biotechnology) a una dilucion 1:1000 durante una hora a
temperatura ambiente, una vez terminado el tiempo de incubacion se realizaron
lavados con PBS 1x durante 10 minutos cada uno y finalmente se colocé un
volumen de 6 ml de revelador (Bio Rad®) para determinar la presencia de las
bandas de interés.

La determinacion cuantitativa de las proteinas se realizé por medio del
software Image Studio Lite Ver 5.2.

11.6 Curva de tolerancia a la glucosa

Para determinar la presencia de alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, a las crias de 28 y 90 dias se les sometié a un ayuno de 12 horas y se les
administré glucosa con una dosis de 2g/kg via i.p. Las muestras sanguineas se
obtuvieron de la vena caudal y las concentraciones de glucosa se midieron con un
glucémetro automatico (Accu-Chek®) en los tiempos 0, 15, 30, 60 y 120 minutos
después de la administracion de la glucosa.
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11.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes grupos se expresaron como
promedio y error estandar (E.E). El analisis estadistico para determinar si las
mediciones obtenidas presentaron distribucion normal fueron mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov, se realizaron graficas de distribucién de los datos, a los
valores no paramétricos se les realizé la prueba de Mann-Whitney U con una
significancia de p<0.05 y los datos con distribucion normal se les realizé un t-
student y una ANOVA con una prueba post-hoc de Tukey con una significancia de
p<0.05. Los programas estadisticos que se utilizaran son el SPSS.

Los resultados obtenidos por medio de western blot e inmunohistoquimica
de la expresion de Arx y Brn4 en los grupos controles y experimentales en fetos de
17 y 21 dias de gestacion y en crias de 20, 28 y 90 dias se realizé analisis de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov, se obtuvo una p<0.01 (Z), este resultado
indic que los valores obtenidos no presentaron distribucion normal.

Los resultados obtenidos de las curvas de tolerancia a la glucosa fueron
analizados por medio del area bajo la curva a través del método de la regla
trapezoidal, donde la curva obtenida se divide en secciones que se aproximan a
trapecios en su forma y se calcula el area de cada una de ellas mediante la
formula del area del trapecio. Con los resultados obtenidos se observaron si hay
una diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos. El programa
que se utilizé es Excel.
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12.Resultados
12.1 Peso de ratas gestantes

El dia 1de la gestacion el peso promedio de las ratas gestantes del grupo
control (n=20) fue de 277+0.49g , a los dias 7 y 17 presentaron una promedio de
282+0.84g y 293+1.69g respectivamente y a los 21 dias se obtuvo un promedio de
304+1.3g.

La hiperglucemia provocd una disminucion en el peso de las ratas,
obteniendo un promedio de 293+0.56g , 277+0.53g, 290+0.82g y 291g+0.79g de
peso respectivamente, estos datos no presentaron diferencias significativas
comparado con el grupo control (n=25; Figura. 11.A).
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Figura 11. Peso de ratas gestantes. (A)La induccién de hiperglucemia en ratas gestantes disminuye el peso
comparado con ratas gestantes del grupo control.
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12.2. Glucosa de ratas gestantes

El promedio de los niveles de glucosa del grupo control el dia 1 de
gestacion fue de 99.8 + 0.56mg/dL, a los 7, 17 y 21 dias mostraron un incremento
no significativo en los niveles de glucosa con valores promedio de142.7+ 0.53
mg/dL, 137.2 + 0.82 mg/dL y 106.3 £ 0.79 mg/dL respectivamente (n=20). Sin
embargo, la administraciéon de STZ en el grupo experimental indujo un incremento
significativo (p<0.01) en los niveles de glucosa con valores promedio de 101.8
0.42mg/dL, 369.2 + 2.01 mg/dL, 4478 + 1.77mg/dL y 487.2 + 2.43mg/dL
respectivamente (n=25); p<0.01; Figura. 12. A).
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Figura 12. Niveles de glucosa sanguinea de ratas gestantes. (A) La administracion de STZ incrementa de
manera significativa los niveles de glucosa. Cambios significativos entre el grupo experimental (*), respecto a
al dia 1 de gestacion. Las diferencias entre cada grupo se muestra con &(p<0.01).
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12.3 Numero de reabsorciones y fetos por camada

El numero promedio de fetos por camada en el grupo control fue de 11 y en
el grupo experimental fue de 7 fetos. En el grupo experimental el promedio de
reabsorciones por camada fue de 4 y no se observaron malformaciones. Se
registraron 3 dias de retraso en el nacimiento de las crias, 3 muertes y 12
reabsorciones completas en ratas gestantes. No se presentaron reabsorciones ni
malformaciones en el grupo control(Tabla. 4).

11 7

Tabla 4. Fetos y reabsoriciones por camada. Numero de fetos y reabsoriciones por camada presentes en el
grupo control y en el grupo experimental.

12.4 Medidas morfométricas de fetos y crias

Los pesos en los grupos controles de fetos de 17 y 21 dias fueron
0.531£0.02g y 4.15+0.01g respectivamente. La hiperglucemia in utero provoco una
disminucién significativa en el peso de los fetos, que fue de 0.46x0.1g y
3.32+0.08g respectivamente, lo que representa una disminucion de 13.21% y 20%
(n=6; p<0.01; Tabla. 5).

El promedio obtenido de la medicién de cabeza-rabadilla de los fetos de los
grupos controles fue de 16.57+0.06mm vy 36.80+0.06mm, los grupos
experimentales tuvieron un promedio de 15.6310.06mm y 33.82+0.19mm,
mostrando una reduccién del 5.68% y 8.1% (n=6; p<0.01; Tabla. 5).

La medicion de la cabeza en los grupos controles fue de 9.39+0.03mm y
16.03£0.04mm, en los grupos experimentales fue de 8.87+0.04mm vy
13.89+£0.10mm lo que representa una reduccién del 5.54% y 13.35%
respectivamente (n=6; p<0.01; Tabla. 5).
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La media de la medicion cabeza-cola fue de 23£0.05mm y 50.45+0.10mm
en los grupos controles y en los grupos experimentales fue de 21.24+0.10mm y
46.51£0.2mm presentando una disminucion del 7.66% y 7.81% (n=6; p=<0.01;
Tabla. 5).

Control 0.53+0.02 16.57+0.06 9.39+0.03 23+0.05
Experimental 0.46+0.01* 15.63+0.06* 8.87+0.04* 21.24+0.10*

Control 4.15+0.01 36.80+0.06 16.03+0.04 50.45+0.10
Experimental 3.32+0.08* 33.82+0.19* 13.89+0.10* 46.51+0.2*

Tabla 5. Medida de fetos de 17 y 21 dias. El desarrollo en un ambiente hiperglucémico disminuye el peso, la
talla de cabeza-rabadilla, cabeza y cabeza-cola en fetos de 17 dias comparado con el grupo control (p<0.01).

La media del peso en crias controles de 20, 28 y 90 dias fue de 42.03+0.8g,
66.2+1.74g y 259.8+0.8g, en los grupos experimentales los promedios fueron de
22.5+0.69g, 39.8+1.72g y 349.1+0.5¢, lo que representd una disminucién del 54% y
39.88% en crias de 20 y 28 dias. Las crias de 90 dias mostraron un incremento
del 34.37%, en todos los grupos las diferencias fueron estadisticamente
significativas comparadas con el grupo control (n=7; p<0.01; Tabla. 6.).

La media obtenida en la talla de las crias de los grupos controles fueron
de18+0.25cm, 23.1+0.42cm y 48.92+0.88cm. El promedio de la talla de las crias
del grupo experimental fue de  15.25+0.22cm, 20.1£0.31cm vy
39.9+0.61cmrespectivamente, demostrando una reduccién del 17%, 13% vy
18.44% en la talla (n=7; p<0.01; Tabla. 6.).

El promedio del peso del pancreas de las crias de los grupos controles fue
de 0.1810.029g,0.25+0.03g y 1.18+£0.03g, el promedio de peso de los pancreas de
los grupos experimentales fue de 0.05+0.005g, 0.013+0.05g y 0.77%0.05g,
representando una reduccion de 27.8%, 5,2% y 65.25% (n=7; p<0.01; Tabla. 6.)
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Peso (g) Talla (cm) Peso del pancreas (g)

Experimental 22.5+0.6* 15.25+0.22* 0.05+0.005*

Experimental 39.8+1.72* 20.140.31* 0.013%0.05*
5 Eyperimental  349.1:05°  39.9+0.61% 0.77+0.05*

Tabla 6. Medidas de crias de 20, 28 y 90 dias. El desarrollo en un ambiente hiperglucémico disminuye el
peso, la talla, cabeza y el peso del pancreas en crias de 20, 28 y 90 dias comparados con el grupo control
(p=0.01).

12.5 Niveles de glucosa en fetos de 17 y 21 dias y en crias de 20, 28 y 90
dias

El promedio de los niveles de glucosa en fetos de 17 y 21 dias controles
fueron de 35.76+£0.19mg/dL y 32.6+0.19mg/dL respectivamente. Los grupos
experimentales mostraron un incremento significativo en los niveles de glucosa
promediando 395.5+0.77mg/dL y 373.75+0.49mg/dL en fetos de 17 y 21 dias
(p<0.01; Tabla. 7).

. e

Experimental *395.5+0.77

Control 32.6+x0.19

Experimental *373.75+0.49

Tabla 7. Niveles de glucosa en fetos de 17 y 21 dias. El desarrollo en un ambiente hiperglucémico
incrementa los niveles de glucosa en fetos de 17 y 21 dias (p<0.01).
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El promedio de los niveles de glucosa sanguinea fueron 133.11+3.71
mg/dL, 149.32+5.26 mg/dL y 79.33+£0.9 mg/dL en las crias de los grupos controles
de 20, 28 y 90 dias respectivamente. En los grupos experimentales se obtuvieron
valores de 126.03+3.75mg/dL, 157.7+13.19 mg/dL y 112.2840.59 mg/dL,
presentando una disminucion del 94.7% en crias de 20 dias y un aumento del
105.6% y 104.5% en crias de 28 y 90 dias (n=7; p<0.01; Tabla 8).

Experimental 126.03£3.75

Experimental 157.7+£13.19
Experimental 112.28+0.59

Tabla 8. Niveles de glucosa en crias de 20, 28 y 90 dias. El desarrollo en un ambiente hiperglucémico
disminuye los niveles de glucosa en crias de 20 dias, y en crias de 28 y 90 aumenta los niveles de glucosa
sanguinea.
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12.6 Expresion de Arx y Brn4

Los factores de transcripcion Arx y Brn4, son factores que se expresan
preferentemente en cerebro y pancreas, por tal motivo, se usé el tejido cerebral y
las proteinas totales de cerebro como control positivo para la identificacién de los

factores de transcripcion por medio de inmunohistoquimica y western blot (Figura
13. Ay B).

20x

Figura 13. Expresion de Arx y Brn4 en tejido y proteinas totales de corteza cerebral. (A y B) Deteccion
de la sefial de Arx y Brn4 a través western blot e inmunohistoquimica .
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12.7 Expresion de Arx y Brn4 en fetos de 17 y 21 dias

Todos los analisis de western blot fueron normalizados y cuantificados a
partir del control de carga B-actina.

El analisis semicuantitativo de la expresion de Arx por western blot en fetos
de 17 y 21 dias en los grupos control presentd promedios de 840666 INT/mm? y
2037500 INT/mm?, respectivamente. En los grupos experimentales se obtuvieron
promedios de 1436666 INT/mm? y 961500 INT/mm?, lo que indica un aumento
significativo en la expresion de 1.7 veces en 17 dias y una disminucién de 0.47
veces en 21 dias (p<0.01; 58kDa; Figura 14 y 16. Ay C).

La cuantificacién de la inmunopositividad por medio del IOD de Arx fue en
promedio de 1.5y 17.8 en grupos controles en fetos de 17 dias y 21dias (Figura
13 y 14. C y G) respectivamente. Mientras que en el grupo experimental se
obtuvieron medias de 1.83 y 3.23 respectivamente, mostrando un incremento
significativo en los niveles de expresion de Arx generados por el ambiente
hiperglucémico durante el desarrollo a los 17 dias y un decremento a los 21 dias
con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.01; Figura 15y 17. A, By
E).

La expresion de Brn4 (38kDa) se analizé por western blot, obteniendo
promedios de 34600 INT/mm? y 204000 INT/mm? para 17 y 21 dias fetales
respectivamente para los grupos control y en grupos experimental se obtuvieron
medias de 38400 INT/mm? y 34500 INT/mm? respectivamente. Se observé un
aumento significativo de 1.10 veces en la expresion de Brn4 en 17 dias y una
disminucién significativa de 0.16 veces en 21 dias (p<0.01; Figura 14y 16. By D).

El analisis del IOD en fetos de 17 y 21 dias en el grupo control de Brn4 se
obtuvo una media de 16.72 y 10 respectivamente (Figura. 15y 17. E y H). En el
grupo experimental se obtuvieron promedios de 37.23 y 9.13, respectivamente, lo
que demostré una mayor sefal positiva en 17 dias y una sefal positiva menor a
los 21 dias, con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.01; Figura 14 y
16.C,DyF).
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Figura 14. Modificaciones de la expresion de Arx y Brn4 en fetos de 17 dias. (A y B) Western Blot
correspondiente a Arx y Brn4. (C y D) Normalizacion de la expresion de la proteina de Arx y Brn4 (n=6).
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Figura 15. Modificaciones de la expresiéon de Arx y Brn4 en fetos de 17 dias. (A y B) Inmunopositividad
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control (n=6; p<0.01).
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Figura 16. Modificaciones de la expresion de Brn4 y Arx en fetos de 21 dias. (A y B) Western Blot
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Figura 17. Expresion de Arx y Brn4 en fetos de 21 dias. (A y B) Inmunopositividad correspondiente a Arx.
(C y D) Inmunopositividad de Brn4. (E) Disminucion en los niveles de expresion de Arx comparado contra el
grupo control (p<0.01). (F). Disminucién en los niveles de expresion de Brn4 comparado contra el grupo
control (n=6; p<0.01).
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12.8 Expresiodn de insulina y glucagon en fetos de 17 y 21 dias

El analisis de 10D de insulina en los grupos controles fue en promedio de
5.30y 13.42 en 17 y 21 dias respectivamente (p<0.01; Figura. 18 y 19. Ay E). En
grupos experimentales se obtuvo una media de 3.23 y 30.97 respectivamente
(Figura. 18 y 19. By E). A los 17 dias la inmunopositividad se detect6 en la regidn
troncal del pancreas en desarrollo (Figura 18 y 19. Ay B) y a los 21 dias se
detectd un incremento en la inmunopositividad distribuida en el centro del islote
(p<0-01; Figura. 18y 19. Ay B).

El andlisis cuantitativo del IOD realizado para glucagon mostré un promedio
de 7.95y 7.54 alos 17 y 21 dias respectivamente en los grupos control (p<0.01;
Figura. 18 y 19. C y F). En los grupos experimental se obtuvo una media de 4.75
y 10.31 respectivamente (p<0.01; Figura. 18 y 19. D y F); indicando una
disminucién significativa en la inmunopostividad a los 17 dias y un aumento
significativo a los 21 dias (p<0.01).
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Figura 18. Expresion de insulina y de glucagon en fetos de 17 dias. (A y B) Inmunopositividad de
insulina. (C y D) Inmunopositividad de glucagon. (E y F). El ambiente hiperglucémico disminuye los
niveles de expresion de insulina y glucagon comparado contra el grupo control (n=6; p<0.01).
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Figura 19. Expresion de insulina y de glucagon en fetos de 21 dias. (A y B) Inmunopositividad de
insulina. (C y D)Inmunopositividad de glucagon. (E y F). El ambiente hiperglucémico incrementa los niveles de
expresion de insulina y glucagon comparado contra el grupo control. (n=6; p<0.01).
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12.9 Expresién de Arx y Brn4 en crias de 20, 28 y 90 dias

Los datos obtenidos por medio de western blot e inmunohistoquimica en la
expresion de Arx y Brn4 en los grupos controles y experimentales en crias de 20,
28 y 90 dias se realiz6 analisis de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, se obtuvo
una p<0.01 (Z), este resultado indic6 que los valores obtenidos no presentaron
distribucion normal. Todos los analisis de western blot fueron normalizados vy
cuantificados a partir del control de carga B-actina.

El andlisis cuantitativo de la expresion de Arx (58kDa) por medio de western
blot en crias controles de 20, 28 y 90 dias fue en promedio de 318000INT/mm?,
8344.38INT/mm? y 8871.4INT/mm? respectivamente. La expresion en los grupos
experimentales presentaron un promedio de 332750INT/mm?, 8338INT/mm? y
6819INT/mm?. En crias de 20 dias representd un aumento no significativo de 1.04
veces, mientras que en crias de 28 y 90 dias disminuyeron significativamente
0.99y 0.7 veces respectivamente (p<0.01; Figura 20, 22y 24. Ay C).

El analisis del IOD de Arx en crias controles de 20, 28 y 90 dias mostraron
un promedio de 7.76, 552 y 12.62 (Figura. 17, 18, y 19. C y G). La
inmunopositividad fue observada en la periferia del islote, asi mismo, la
cuantificacion en los grupos experimentales mostraron una disminucion en la
sefal, presentando promedios de 7.68, 2.62 y 5.20 respectivamente (p<0.01;
Figura 21,23y 25. A,ByE).

La cuantificacidén obtenida en crias de los grupos controles de la expresion
de Brn4 (39kDa) fue de 12300INT/mm? 7061.96INT/mm? y 7137.4INT/mm?
respectivamente. El promedio en la expresion de Brn4 en crias experimentales fue
de 7140INT/mm?, 7130INT/mm? y 9278INT/mm?. En crias de 20 dias se presento
una disminucion significativa de 0.58 veces, mientras que en crias de 28 y 90 dias
presentaron un incremento no significativo de 1.009 y 1.3 veces respectivamente
(p<0.01; Figura 20, 22 y 24. By D).

ElI IOD en los grupos controles de Brn4 se obtuvo una media de 8.23, 3.98
y 5.05, asi mismo, los grupos experimentales mostraron un promedio de 5.28, 7.81
y 15.37 respectivamente (p<0.01; Figura 21,23y 25. C,D y F).
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Figura 20. Modificaciones de la expresion de Brn4 y Arx en crias de 20 dias. (A y B) Western Blot
correspondiente a Arx y Brn4. (C y D) Normalizacién de la expresion de la proteina de Arx y Brn4 (N=6;
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Figura 21. Expresion de Arx y Brn4 en crias de 20 dias. (A y B) Inmunopositividad correspondiente a Arx.
(C y D) Inmunopositividad de Brn4. (E) Disminucién en los niveles de expresion de Arx comparado contra el
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Figura 22. Modificaciones de la expresion de Brn4 y Arx en crias de 28 dias. (A y B) Western Blot
correspondiente a Arx y Brn4. (C y D) Normalizacion de la expresion de la proteina de Arx y Brn4 (n=6;
p=<0.01).
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Figura 23. Modificaciones de la expresiéon de Arx y Brn4 en crias de 28 dias. (A y B) Inmunopositividad
correspondiente a Arx. (C y D) Inmunopositividad de Brn4. (E) Disminucion en los niveles de expresion de Arx
comparado contra el grupo control (p<0.01). (F) Aumento en los niveles de expresion de Brn4 comparado
contra el grupo control (n=6; p<0.01).
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Figura 24. Modificaciones de la expresion de Brn4 y Arx en fetos de 90 dias. (A y B) Western Blot
correspondiente a Arx y Brn4. (C y D) Normalizacién de la expresién de la proteina de Arx y Brn4 (n=4;

p<0.01).

59



10D Arx

16
14
iz
10

oM b oo

p<0.01 p<0.01

.}I.
10D Brn4

ensmmERRER

‘Control Experimental " ‘Contral Experimental

Figura 25. Expresion de Brn4 y Arx en crias de 90 dias. (A y B) Inmunopositividad correspondiente a Arx.
(C y D) Inmunopositividad de Brn4. (E) Disminucién en los niveles de expresion de Arx comparado contra el
grupo control. (F) Aumento en los niveles de expresion de Brn4 comparado contra el grupo control (n=4;
p=<0.01).
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12.10 Expresion de insulina y glucagon en crias de 20, 28 y 90 dias

Los datos obtenidos por medio inmunohistoquimica en los grupos controles
y experimentales en la expresion de insulina y glucagon en crias de 20, 28 y 90
dias se realizé analisis de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, se obtuvo una
p<0.01 (Z), este resultado indico que los valores obtenidos no presentaron
distribucion normal.

Los resultados inmunohistoquimica de insulina en grupos controles se
obtuvo un promedio de 2.62, 5.73 y 4.17 en crias de 20, 28 y 90 dias
respectivamente. En el grupo experimental se obtuvieron 2.11, 4.22 y 10.95 en
crias de 20, 28 y 90 dias respectivamente. Para todos los tiempos se obtuvieron
diferencias significativos con una p<0.01 para 20 y 90 dias y con una p<0.05 para
28 dias. (Figura 26, 27 y 28. A, By E).

Los resultados obtenidos por inmunohistoquimica de glucagon del grupo
control los resultados obtenidos fueron de 24.82, 12.87 y 47.30 para 20, 28 y 90
dias respectivamente. En el grupo experimental se obtuvieron datos de 3.08,
83.37 y 29.34 en 20, 28 y 90 dias respectivamente, la inmunopostividad se
observa en todos los casos en la periferia de los islotes. En todos los tiempos se
obtuvieron resultados significativos con una p<0.01. (Figura 26, 27 y 28. C, Dy F).
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Figura 26. Expresion de insulina y de glucagon en crias de 20 dias. (A y B) Inmunopositividad de insulina.
(C y D)Inmunopositividad de glucagon. (E y F). El ambiente hiperglucémico disminuye los niveles de expresion
de insulina y glucagon comparado contra el grupo control. (n=6; p<0.01).
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Figura 27. Expresion de insulina y glucagon en crias de 28 dias. (A y B) Inmunopositividad de insulina. (C
y D)Inmunopositividad de glucagon. (E y F). El ambiente hiperglucémico disminuye los niveles de expresion
de insulina e incremenbta los niveles de glucagon comparado contra el grupo control. (n=6; p<0.01).
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Figura 28. Expresion de insulina y glucagon en crias de 90 dias. ((A y B) Inmunopositividad de insulina. (C
y D)Inmunopositividad de glucagon. (E y F). El ambiente hiperglucémico incrementa los niveles de expresion
de insulina y disminuye los niveles glucagon comparado contra el grupo control. (n=4; p<0.01).
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12.11 Curva de tolerancia a la glucosa

La administracién de glucosa a una dosis de 2g/Kg mostrd un incremento
en las concentraciones del carbohidrato. El nivel maximo de glucosa se presento a
los 15 minutos después de la inyeccidn con respecto a los niveles basales de cada

grupo.

Los niveles de glucosa a los 28 dias post-natales en el grupo control al
tiempo cero fueron de 73£0.67mg/dL, el grupo experimental mostré un promedio
de 122+0.32mg/dL, a los 15 minutos el grupo control mostré una media de
162+0.25mg/dL, en el grupo experimental fue de 204+0.47mg/dL, a los 30 minutos
fueron de 131£0.61mg/dL y 1531£0.46mg/dL respectivamente, a los 60 minutos
fueron de 86+0.81mg/dL y 112+0.72mg/dL y a los 120 minutos mostraron un
promedio de 73t43mg/dL y 107+0.17mg/dL. El analisis del area bajo la curva del
grupo experimental, mostré diferencias estadisticamente significativas
comparadas con el grupo control. (p<0.01; Figura 29. A).

A los 90 dias post-natales en el grupo control los niveles de glucosa al
tiempo cero fue de 79+0.33mg/dL, el grupo experimental mostré un promedio de
112.2+0.50mg/dL, a los 15 minutos el grupo control mostr6 una media de
309.83+£0.55mg/dL, en el grupo experimental fue de 432+2.19mg/dL, a los 30
minutos fueron de 233+1.67mg/dL y 319+1.79mg/dL respectivamente, a los 60
minutos fueron de 194+1.36mg/dL y 217+1.2mg/dL y a los 120 minutos mostraron
un promedio de 115+1.03mg/dL y 148+0.92mg/dL. EI analisis del area bajo la
curva del grupo experimental, mostré diferencias estadisticamente significativas
comparadas con el grupo control. (p<0.01; Figura 29. B).
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Figura 29. Curva de tolerancia a la glucosa de crias de 28 y 90 dias (A, B, C y D) El desarrollo en un
ambiente hiperglucémico induce una intolerancia a la glucosa en crias de 28 y 90 dias (n=7). * Diferencias
entre el mismo grupo comparado (*p<0.01; +<0.05). & Diferencias entre grupos (&p<0.05)



13. Discusion

La STZ es un agente inductor de diabetes experimental ampliamente usado
en modelos murinos, debido a que induce un proceso necroético y selectivo de
manera especifica a las células B pancreaticas. Se ha demostrado que
dependiendo de la dosis administrada sera el grado de hiperglucemia que se
presente, a dosis altas de STZ (240mg/kg) se induce una necrosis masiva de las
células B, a dosis intermedias (35mg/kg-40mg/kg) se desarrolla intolerancia a la
glucosa similar a la que se presenta en la DT2 y finalmente a dosis bajas
(s35mg/kg) no inducen hiperglucemia cronica (Yan J, 2015; Chaudhry Z et al,
2013; King A, 2012; Szukudelski T et al, 2012).

En este estudio la administracion de una dosis unica de 40mg/kg de STZ se
realizé el quinto dia de gestacion STZ para garantizar que las alteraciones son
provocadas por la hiperglucemia y no por un efecto de la STZ y asi poder evaluar
las alteraciones en los procesos de diferenciacion y desarrollo del pancreas y en
especial de las células a.

Durante la gestacion ocurren diversos cambios y adaptaciones metabdlicas
en la madre para proveer de carbohidratos, aminoacidos y lipidos al producto
durante el desarrollo, dentro de estas adaptaciones estan los cambios en la
sensibilidad y secrecién de la insulina e incremento en la masa de las células £,
cambios que se dan por la sintesis de la prolactina y del lactdégeno placentario.
Durante el embarazo en condiciones normales, la sintesis de citocinas
proinflamatorias van a dar como resultado un incremento en los niveles de glucosa
durante este estado, todas estas modificaciones permiten el desarrollo normal de
los embriones y fetos(LeivaA et al, 2011; Yessoufou A et al, 2011; Ballas J et al,
2012).

Diversos estudios clinicos y experimentales han demostrado que el
desarrollo en un ambiente hiperglucémico in utero puede inducir diferentes
alteraciones en embriones y fetos, tales como: malformaciones, retraso en el
desarrollo en diferentes organos de los fetos, asi como, incremento en la
susceptibilidad para que en la vida post-natal adulta la descendencia desarrolle
obesidad, sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, diabetes y enfermedades
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cardiovasculares (Leiva Aet al, 2011; Yessoufou A et al, 2011; Ballas J et al, 2012;
Green AS et al, 2010; Ornoy A et al, 2015; Kim C, 2014, Pettitt DJ et al, 1988).

Los estudios realizados en modelos animales han contribuido a elucidar
algunos delos mecanismos de accidn que participan en la diferenciacién vy
desarrollo de las células y tejidos de los embriones y de los fetos, esto permite
identificar algunas de las alteraciones provocadas por la hiperglucemia in utero,
que incrementan el riesgo de presentar malformaciones y muerte fetal. Se ha
demostrado que las concentraciones elevadas de glucosa incrementan los niveles
de ROS y el estrés oxidativo, debido a que los tejidos fetales pierden la capacidad
de sintetizar antioxidantes, lo que induce una disminucién en las concentraciones
de lipidos en las membranas, incrementa el metabolismo aerdbico, provoca
disfuncion mitocondrial, incrementa la fosforilacion oxidativa mitocondrial, provoca
dano al DNA y activa vias de sefalizacion apoptoticas. Estas alteraciones
ocasionan cambios a nivel epigenético debido a que es la interface entre el
ambiente y la expresion de genes, posteriormente ocasionaran cambios a nivel
genético (DhanasekaranN et al,1999; Reece EAet al., 2002; Ornoy Aet al., 2009;
Pavlinkova G et al, 2009; Ballas J et al, 2012;Pettitt DJ et al, 1988).

En este estudio se demostrdé que el desarrollo en un ambiente
hiperglucémico severo, provocd la prolongacion de la gestacion como un
mecanismo de compensacion para completar el desarrollo, una reduccion del
nuamero de fetos por camada y el medio adverso en el que se desarrollan en
algunas ratas provocd reabsorciones. Aunado a ello, los fetos y las crias
presentaron menor peso y talla que el de los controles. Los fetos que lograron
llegar a término, fueron animales microsémicos.. En las crias desarrolladas en un
ambiente hiperglucémico se observéd una diminucion del peso del pancreas.

En la diabetes materna, los fetos estan sometidos de manera constante a
altos niveles de glucosa, lo cual provoca cambios adaptativos en el metabolismo
de los fetos para poder sobrevivir a el ambiente hiperglucémico in utero en el que
se desarrollan. Las adaptaciones metabdlicas que desarrollan van a repercutir en
su vida post-natal.

En animales gestantes con hiperglucemia, los niveles altos de glucosa, a
las que esta expuesto el feto, son facilitados por un incremento en el transporte de
glucosa a través de la placenta. La placenta sirve como interface en la circulacion
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de nutrientes e intercambio de gases entre el feto y la madre, cualquier alteracion
en esta estructura, repercutira en el ambiente uterino en donde se desarrolla el
feto. En la diabetes materna, la placenta presenta un incremento en la sintesis de
proteinas placentarias y modificaciones en su metabolismo, crecimiento y
desarrollo. Se incrementa la proliferacion de vasos y arterias lo cual trae como
consecuencia una hipervascularizacién, un incremento en el intercambio de
oxigeno y un mayor peso y tamafo (placentomegalia). Estos cambios son debido
a modificaciones en las membranas del trofoblasto y al incremento en las
concentraciones de colageno tipo IV, el conjunto de estos cambios da como
resultado una disfunciéon en la comunicacién fetoplacental. En esta patologia se
pueden encontrar de manera excesiva macréfagos, el elevado numero de estas
células contribuyen a la sintesis de citocinas como la leptina, el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), estas citocinas subsecuentemente
modifican el metabolismo de la placenta y promueven el desarrollo de la
resistencia a insulina. Investigaciones de Taricco et al 2009, demostraron que la
expresion de los transportadores de glucosa en la placenta no cambian, también
observaron que las concentraciones de glucosa en arterias y venas del cordon
umbilical no presentan modificaciones, sin embargo, encontraron que el
incremento del flujo de glucosa entre la madre y feto es por una diferencia en los
gradientes de concentracion entre la madre y el feto. Otras investigaciones han
reportado que el transporte de aminoacidos no se ve alterado por la hiperglucemia
materna, el aumento o disminucion en el transporte de aminoacidos depende del
peso que presentan los fetos, lo cual favorecera o afectara la tasa de crecimiento
fetal. Al final de la gestacion en ambientes hiperglucémicos, los fetos son capaces
de regular por si mismo la homeostasis de glucosa por la adaptacién en la
sintesis, secrecién y accion de la insulina(Yessoufou A et al, 2011; Vambergue A
et al, 2011; Taricco E et al, 2009; Aerts L et al, 2006).

Se ha demostrado que el desarrollo en un ambiente hiperglucemico en los
islotes de Langerhans se presenta una hipertrofia de células enddcrinas,
hiperplasia de células B y un incremento en la biosintesis de insulina. Estudios in
vivo e in vitro demuestran claramente que la respuesta a insulina en fetos se
incrementa de manera proporcional al grado de hiperglucemia in utero dando
como resultado una hiperinsulinemia (Aerts L et al, 1990; 2006; Kervran Aet al,
1978).
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El incremento en el metabolismo de acidos grasos, colesterol y de
glucosa en combinacion con las adaptaciones antes descritas en una
hiperglucemia moderada estimulan el anabolismo de los fetos dando origen a
neonatos macrosomicos. Con niveles altos de glucosa, como los inducidos en
este estudio, las células [ sufren hiperplasia y posteriormente una
desorganizacion funcional, dando paso de una hiperinsulinemia a una
hipoinsulinemia, provocando una disminucibn en el anabolismo e
incrementando procesos catabodlicos obteniéndose neonatos microsomicos
como los obtenidos en el presente estudio (Aerts L et al, 2006; Huynh J et al,
2014; Marseille TC et al, 2008; Khan NA et al, 2007; Clausen TD et al, 2009;
Magnusson AL et al, 2004; Fig.1.).

Los factores genéticos y ambientales son fundamentales para el
desarrollo del embrién y del feto, sin embargo, son escasos los estudios que
describen las alteraciones ocasionadas a nivel molecular derivadas de la
diabetes materna. Recientemente se ha reportado que la diabetes materna
altera la expresion de los genes involucrados en el desarrollo, resultando en
una morfogénesis anormal o una embriopatia. La hiperglucemia materna
disminuye la expresion del factor de transcripcion Pax3, el cual esta
involucrado en el desarrollo del tubo neural y la alteraciéon en la expresion,
propicia defectos en esta estructura durante el desarrollo. Se ha demostrado
que la desregulacion de Pax3 es debido al incremento del estrés oxidativo.
Pavlinkova et al (2008) han demostrado que la via de sefializacion de Wnt es
afectada por la exposicion a la diabetes materna, lo que demuestra que la
hiperglucemia in utero altera la expresion de moléculas que juegan un papel
fundamental en el desarrollo de diversos 6rganos y tejidos, lo que trae como
consecuencia una alteracién en la regulacion transcripcional en el embrion y en
el feto. Estos mismos estudios confirmaron que la hiperglucemia altera los
niveles de expresion de los factores de transcripcion y de los genes
involucrados en el desarrollo, este fendmeno es debido al incremento de ROS
que se genera en el ambiente intrauterino en la diabetes materna (Pavlinkova
G et al, 2009; Wyman A et al, 2008; Ornoy A et al, 2015; Epstein DJ et al,
1991, 1993; Morgan SC et al, 2008; Pavlinkova G et al, 2008).

En este estudio se describen por primera vez, las alteraciones que
provoca la hiperglucemia in utero en el desarrollo de las células a, una de las
principales células que participa en la regulacién de las concentraciones de
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glucosa. Los factores de transcripcion Arx y Brn4, son factores que se expresan
en cerebro y pancreas, sin embargo, hay evidencia suficiente que demuestra
que estos factores de transcripcion tienen un mayor nivel de expresion en las
neuronas piramidales y que en el pancreas estas proteinas se expresan
exclusivamente en las células a, por tal motivo se utilizo el tejido cerebral y las
proteinas totales de cerebro como control positivo para la identificacion de los
factores transcripcionales por medio de inmunohistoquimicas y western blot

El factor de transcripcion Arx participa en procesos de proliferacion de
progenitores neuronales y en el desarrollo de la corteza cerebral, el talamo, el
hipocampo y el bulbo olfatorio. La pérdida de su funcién, mutacién 6 alteracion
en su expresion esta asociada a defectos neuronales en el desarrollo, tales
como fallas en la migracion de interneuronas, desarrollo de epilepsias y retraso
mental (Friocourt G et al, 2008; Ohira R et al, 2002; Fulp CT, et al, 2008; Cho G
et al, 2014; Colasante G et al; 2013). Arx no se expresa unicamente en el
desarrollo del encéfalo, también juega un papel fundamental en la
diferenciacion temprana de la célula a pancreatica y en el proceso de
determinacién celular en etapas fetales, su expresiéon es exclusiva en este tipo
celular, esta proteina se expresa por primera vez en el desarrollo del pancreas
a partir del E9.5 y su expresion es mantenida durante toda la vida post-natal,
una disminucién en su expresion va a inducir pérdida en el numero de células a
debido a procesos de desdiferenciacidén celular y va a propiciar un incremento
en los niveles de expresion de Pax4 lo que va a dar como resultado final un
incremento en el numero de las células B del pancreas enddécrino, en
contraparte, la sobreexpresion de esta proteina va a promover un incremento
en el numero de células a y una disminucion en el numero de células B (Wilcox
CL et al, 2013; Collombat P et al, 2003; Liu J, et al, 2011; Bramswig NC et al,
2011; Du A et al, 2012; Dhawan S et al, 2011; Xu S et al, 2013; George NM et
al, 2012).

En el presente estudio, se evaluo por primera vez en diferentes tiempos
fetales y en distintas edades post-natales, como el desarrollo en un ambiente
hiperglucémico in utero, afecta la diferenciaciéon y el desarrollo de las células a.
Los resultados de este estudio demostraron que durante el inicio del proceso
de isletogénesis (tercera transicion, E17-E21) en un ambiente hiperglucémico,
Arx presentd un incremento en el numero de células positivas y en sus niveles
de expresion, comparado con el grupo control. Esto debido a que durante el
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desarrollo en un ambiente con niveles altos de glucosa se induce un retraso en
la diferenciacion y desarrollo de este tipo celular, el cual se presenta como un
mecanismo de compensacion para llevar a cabo la diferenciacion y obtener la
cantidad adecuada de estas células. Al final de la tercera transicion, el proceso
de reorganizacion del tejido pancreatico del grupo experimental se vio afectado
debido a que las células enddcrinas del pancreas presenta procesos de
reorganizacion del tejido para conformar los islotes de Langerhans y los niveles
de expresion de Arx son menores que en el grupo control, lo que indica la
alteracion durante el proceso de diferenciacion de la célula a al final del
desarrollo. En crias de 20 dias (lactancia), de 28 dias (cambio en la dieta y
maduraciéon de las células a) y de 90 dias (mantenimiento y adaptacion de la
célula a al estilo de vida del animal), se presentdé también una disminucién en
los niveles de expresion de este factor de transcripcion, el cual puede repercutir
en el numero de células a, debido a que Arx promueve la determinacion y el
numero de células a (Bonal C et al, 2008; O’ Dowd JF et al, 2013; Zaret KS,
2008; George NM et al, 2012).

Brn4 es un factor de transcripcion que se expresa en etapas tempranas
del desarrollo, exclusivamente en las células positivas a glucagon del pancreas
endocrino y continda su expresion restringida a estas células en etapas post-
natales. Brn4 se une de manera directa al elemento G1 del promotor del gen
de preproglucagon estimulando de manera directa la expresion de glucagon,
sin embargo, se ha demostrado que en animales mutantes que no expresan
Brn4, no se afecta de manera significativa la biosintesis y secrecién de
glucagon. Otros estudios han comprobado que Brn4 es un factor esencial para
la expresion del preproglucagon que da lugar a la correcta expresion de
glucagon en células a. Se ha comprobado que la sobre-expresion de Brn4 en
células B propicia la expresion de glucagon. A pesar de que Brn4 participa en la
expresion de glucagon, hay otros factores de transcripcion en las células a
como Mafb y Pax6 que también participan y regulan la expresiéon de glucagon,
lo que demuestra la compleja regulacion que presenta la expresion de
glucagon la cual aun no se entiende por completo (Heller RS et al, 2004;
Hussain MA et al, 2002; Bramswig N et al, 2011; Bonal C et al, 2008; Mathis JM
et al, 1992; Artner | et al, 2006; Dames P et al, 2010; Hart AW et al, 2013,
Gosmain Y et al, 2011).
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En nuestro trabajo, el incremento en los niveles de Brn4 al inicio de la
isletogénesis (E17), puede deberse a una alteracion en el desarrollo, lo que
deriva que la célula a comience a funcionar como un mecanismo adaptativo por
el desarrollo en ambientes hiperglucémicos severos. Al final del proceso de
isletogénesis (E21) la disminucién en la expresion de Brn4, puede deberse a
mecanismos de compensacion por la exposicidon a concentraciones elevadas
de glucosa y asi contrarrestar los efectos del ambiente intrauterino. Sin
embargo, también hay que considerar la posibilidad que los factores de
transcripcion MafB y Pax6 también pueden tener alteraciones en su expresion,
que junto con la de Brn4 pueden repercutir en la expresiéon de glucagon.

Como ya se menciond con la hiperglucemia materna el feto lleva a cabo
modificaciones metabdlicas para poder adaptarse a las condiciones adversas a
las que se expone en el ambiente intrauterino. Algunas de estas adaptaciones
en la hiperglucemia severa es una prematura actividad en la sintesis y
secrecion de insulina, seguida de una hipoactividad de las células B, una
exacerbacion en la actividad catabdlica y el desarrollo de neonatos
microsomicos. Ademas de las alteraciones anteriormente descritas, hay que
agregar los datos del presente trabajo que por primera vez se describen en
etapas fetales, y con lo cual demostramos que las células a también presentan
adaptaciones que alteran su desarrollo (Quesada | et al, 2008; Artner | et al,
2006;Gosmain Y et al, 2011; Green AS et al, 2010; Simmons Ret al, 2001; Fig.
20).

Después del nacimiento y durante la lactancia, continia con su proceso
de maduracion y reorganizacién del tejido pancreatico el cual termina alrededor
de los 21 dias post-natales. Durante este periodo la leche materna contribuye a
regular los niveles de glucosa ya las crias no regulan por si mismas los niveles
de glucosa. Por lo anterior se evalué la expresion de Brn4 a los 20 dias post-
natales, previo al destete de las crias. Nuestros resultados mostraron una
disminucion en los niveles de expresion a Brn4 en crias que se desarrollaron
en un ambiente hiperglucémico, este fendbmeno se da como un proceso
adaptativo para contrarrestar la dieta elevada en carbohidratos aportados por la
madre durante la lactancia. La maduracion de las células a se completa cuando
las crias dejan de consumir la leche materna y se realiza un cambio en la dieta.
Nuestros resultados demostraron que los niveles de expresion de Brn4 en crias
de 28 dias, expuestas durante el desarrollo a niveles elevados de glucosa,
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presentan un incremento en los niveles de expresiéon de este factor de
transcripcion, asi como también hay un incremento en los niveles de expresion
de glucagon. En crias de 90 dias en las que se presentan procesos de
adaptacion y mantenimiento de las células a en etapas adultas, encontramos
un incremento en los niveles de expresion de Brn4 y una disminucion en la
expresion de glucagon. De manera general, el incremento o disminucién de la
expresion de Brn4 va a afectar la sintesis de glucagon, sin embargo,
nuevamente hay que considerar la regulacion que presenta MafB y Pax6 sobre
la sintesis de esta hormona peptidica, las cuales, dependiendo de sus niveles
de expresion junto con Brn4 pueden aumentar o disminuir la expresion de
glucagon (Quesada | et al, 2008; Artner | et al, 2006;Gosmain Y et al, 2011;
Green AS et al, 2010; Simmons R et al, 2001).

Todas las modificaciones y adaptaciones metabdlicas en el desarrollo,
inducen una reprogramacion en el feto como un mecanismo de adaptacioén a la
hiperglucemia in utero, estas modificaciones se dan a nivel genético,
epigenético y en la expresion de factores de transcripcion, que van a repercutir
en la vida adulta, esto es debido al desarrollo de una memoria metabdlica que
trae como consecuencia alteraciones de manera directa en la expresion de
Brn4 y en la fisiologia de la célula a pancreatica en diferentes tiempos post-
natales como se demuestra en este estudio (Yessoufou A et al, 2011; Ornoy A
et al, 2015; Pavlinkova G et al, 2009).

Datos previos de nuestra linea de investigacion y los del presente
estudio demostraron que las condiciones hiperglucémicas in utero promueven
alteraciones morfolégicas y funcionales de los islotes de Langerhans. Por
primera vez demostramos alteraciones en la expresién de los factores de
transcripcion Arx y Brn4, las cuales repercuten en alteraciones en la
diferenciacion, el desarrollo y funcionamiento de las células a.

El glucagon y la insulina son las principales hormonas peptidicas que
regulan el metabolismo de la glucosa. El glucagon es un regulador de la
homeostasis de la glucosa, que actua en respuesta en condiciones de
hipoglucemia por accion de la insulina y en estados de ayuno severo, su
sintesis se debe a la reaccién enzimatica de la prohormona convertasa 2 para
dar lugar al glucagon a partir de la molécula del proglucagon. Posteriormente la
hormona es liberada a la vena portal hepatica en donde actua directamente en
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los receptores acoplados a las proteinas G (GPCR) del higado para estimular
la secrecion de glucosa a partir de la glucogenolisis, asi como, la sintesis de
novo de glucosa a partir de precursores como el lactato, aminoacidos y el
glicerol a través de la gluconeogénesis, también el glucagon participa en los
procesos de cetogénesis y en la oxidacion de acidos grasos. Por otro lado las
células B son las encargadas de la sintesis de insulina, la cual disminuye los
niveles de glucosa, esta hormona es anabolica por excelencia debido a que en
un estado postprandial incrementa la captacion de glucosa en los tejidos,
promueve la glucogenogénesis en el higado, inhibe la secrecién de glucagon y
promueve la sintesis y almacenamiento de acidos grasos vy triglicéridos (Aronoff
SL et al, 20014; Quesada | et al, 2008; Rorsman NJG et al, 2014).

En nuestro modelo de hiperglucemia severa, durante el desarrollo, en
E17 la senal de insulina (IOD=3) y la sefal para glucagon (I0OD=4.5) son
significativamente menor (p<0.01). Posteriormente en E21, la sefal de insulina
(IOD=30) y de glucagon (IOD=12) son significativamente mayor, mostrando un
efecto contrario al observado en el dia E17. En ambos grupos presentan un
incremento significativo en los niveles de glucosa sanguineo. Estas
modificaciones dan paso a una hiperglucagonemia, siendo una evidencia clara
de la alteracion en la célula a en este periodo fetal, tales como un incremento
en el catabolismo del feto, obteniendo neonatos microsémicos, asi como
alteraciones en la expresion de los factores de transcripcion encargados de la
expresion de glucagon (p<0.01; Aronoff SL et al, 20014; Quesada | et al, 2008;
Rorsman NJG et al, 2014; Aerts L et al, 1990; 2006; Kervran A S, L et al, 1978;
Fig.1.).

La expresion de insulina (I0D=3) y de glucagon (I0OD=2) en crias de 20
dias que se desarrollaron en un ambiente hiperglucémico, mostraron una
disminucién significativa (p<0.01). Los niveles de expresion de insulina (I0D=4)
en crias de 28 dias fue significativamente menor en el grupo experimental, y la
expresion de glucagon (IOD=80) aumentd significativamente, dando como
resultado una sobreexpresion de glucagon, evidenciando una alteracion de la
célula a. Estas alteraciones en la célula a también se ven reflejadas con los
niveles elevados de glucosa basal del grupo experimental después de un
ayuno de 12 horas. La prueba de tolerancia a la glucosa demostré que estas
crias presentan resistencia a la insulina y por ende una alteracion en el
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metabolismo de la glucosa(p<0.01; Aronoff SL et al, 2014; Quesada | et al,
2008; Rorsman NJG et al, 2014; Fig. 28).

Finalmente en crias experimentales de 90 dias, la sefial de insulina
(IOD=11) present6 un aumento significativo en sus niveles de expresion y la
sefial de glucagon (I0OD=30) mostré disminucion en su expresion, indicando
una disminucién en la actividad de la célula a. Sin embargo, las crias que se
desarrollaron en un ambiente hiperglucémico demostraron en la prueba de la
tolerancia a la glucosa tener resistencia a la insulina y alteraciones en el
metabolismo de la glucosa (p<0.01; Fig. 28.).

Los cambios en la expresion de glucagon en las células a y las
alteraciones en la prueba de tolerancia a la glucosa son adaptaciones y tienen
como finalidad regular la homeostasis de la glucosa de las crias que en la vida
fetal estuvieron expuestas a condiciones hiperglucémicas. Aerts et al 1990,
reportaron que los grupos que se desarrollaron en un ambiente intrauterino
con niveles severos de glucosa, mostraron alteracion en el metabolismo de
este carbohidrato en etapas post-natales y adaptaciones en la célula § (Fig.1.)
En este estudio se reporta por primera vez, las alteraciones a nivel molecular y
fisiologicas que presenta la célula a al ser expuestas a concentraciones
elevadas de glucosa durante el desarrollo in utero en etapas post-natales.
(Aronoff SL et al, 20014; Quesada | et al, 2008; Rorsman NJG et al, 2014;
Aerts L et al, 1990).
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14.Conclusiones

El desarrollo en un ambiente hiperglucémico severo:
Disminuye el peso y la talla de los fetos de 17 y 21 dias

Disminuye el peso, la talla y el peso del pancreas en crias de 20,28y 90
dias
Incrementa los niveles de expresion de Arx'y Brn4 en E17 (p<0.01).

Disminuye los niveles de expresion de Arx 'y Brn4 en E21 (p<0.01).

Disminuye los niveles de expresion de Arx y Brn4 en crias de 20 dias
(p=0.01).

Disminuye los niveles de expresion de Arx e incrementa los niveles de
expresion de Brn4 en crias de 28 dias (p<0.01).

Disminuye los niveles de expresion de Arx y aumenta los niveles de
expresion de Brn4 en crias de 90 dias (p<0.01).

Disminuye la expresion de insulina y glucagon en fetos de 17 dias (p<0.01).
Aumenta la expresién de insulina y glucagon en fetos de 21 dias (p<0.01).
Disminuye la expresion de insulina y glucagon en crias de 20 dias (p<0.01).

Disminuye la expresion de insulina y aumenta la expresion de glucagon en
crias de 28 dias (p<0.01).

Aumenta la expresion de insulina y disminuye la expresién de glucagon en
crias de 90 dias (p<0.01).

En crias de 28 y 90 dias presentan una intolerancia la glucosa.
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