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Resumen.

Antecedentes: En el humano, las deficiencias en la ejecucion de tareas de memoria
observadas en hijos de madres con diabetes pregestacional y gestacional han
proporcionado conclusiones contradictorias; sin embargo, en estos nifios se ha observado
un desempefio menor en aspectos relacionados con el aprendizaje como falta de atencion
e hiperactividad. Estudios in vivo con modelos animales son la opcién ideal para evaluar si
la diabetes durante la gestacion afecta el desarrollo neurocognitivo de la progenie,
mientras que las pruebas conductuales aplicadas en estos modelos sirven para evaluar el
comportamiento que refleja el estado de salud cerebral. Una prueba de eleccion es el
laberinto acuatico de Morris (LAM) la cual refleja la complejidad de la navegacion espacial
y muestra como los animales se orientan eficientemente en el espacio. El hipocampo es
una estructura clave para el aprendizaje asociativo y memoria de tipo episodico. Presenta
cambios plasticos funcionales y estructurales manifestados como espinas dendriticas
(ED) en respuesta a estimulos constantes, demandas ambientales, al aprendizaje y
memoria de tareas especificas. El tipo de espinas, con base en su forma se clasifican en
cortas, largas y hongo, las ultimas 2 se han relacionado con una mayor efectividad
sinaptica. Justificacion. La importancia a nivel mundial de la diabetes mellitus durante el
embarazo, aunado a la escasa informacion de las deficiencias cognitivas de sus hijos,
brinda relevancia a la investigacion planteada en la presente tesis. Objetivo: Analizar el
efecto deletéreo de la diabetes materna inducida sobre la memoria espacial y plasticidad
neuronal hipocampal de crias prepuberes sometidas a LAM. Hip6tesis. Al inducir con
estreptozotocina un estado intrauterino hiperglucémico en las ratas gestantes se
generaran efectos nocivos para el desarrollo de las crias, provocando que presenten un
déficit de memoria espacial evidenciado por la prueba LAM y confirmado por la
disminucién de ED. Metodologia: Aleatoriamente se utilizaron 48 crias de 30 dias de
nacidas (P30) obtenidas de ratas con diabetes inducida con estreptozotocina (CRD) y
ratas sin diabetes (CRC). Se les monitoredé peso y glucemia a ambos grupos. Las crias
CRC y CRD se sometieron al LAM para evaluar el aprendizaje y memoria espacial donde
fueron sometidas a cinco sesiones con 8 ensayos cada una. La latencia de llegada a la
plataforma de escape se usé como una medida de adquisicidn de la informacién. En el dia
41 (crias pre-puberes) se les aplicd la prueba de memoria para evaluar la consolidacién
de la informacién (recuperacion de la informacion). Posteriormente se obtuvieron los
cerebros, registrando su tamafo y peso y se procesaron con el Kit de Golgi Cox rapido.
Se seleccionaron seis cortes continuos de cada cerebro identificando el hipocampo dorsal
y se fotografiaron. En cada corte se midieron los ejes del hipocampo. Se localizé el campo
CA3 y se seleccionaran 6 neuronas piramidales, se contabilizaron la cantidad y forma de
espinas en 25 micras de la seccion proximal de la dendrita apical y de su 1ra ramificacion.
Andlisis estadistico: Los cambios en peso y glucemia en ratas gestantes y crias
sometidas a las pruebas conductuales fueron evaluadas mediante la prueba paramétrica
de t de Student. Para el aprendizaje en la prueba de LAM se emple6 ANOVA de medidas
repetidas y ANOVA factorial para comparar el desempefio entre los grupos, utilizando
siempre el analisis post hoc de Scheffe.Se analizaron con el programa estadistico SPSS
version 16. Resultados. Las CRD tuvieron menor peso cerebral, tardaron mas tiempo en




aprender la tarea espacial, presentaron un déficit en la memoria espacial y menor
cantidad de espinas dendriticas comparado con las CRC. Conclusiones. La
hiperglucemia durante la gestacion alteré en crias prepuberes la estructura cerebral y la
plasticidad neuronal del hipocampo, afectando las habilidades cognitivas de la
descendencia.




Abstratc.

Background: In humans, deficiencies in the performance of memory tasks observed in
children of mothers with pre-gestational diabetes and gestational have provided conflicting
conclusions; however, in these children it has been observed underperform in aspects
related to learning as inattention and hyperactivity. In vivo studies with animal models they
are ideal for evaluating whether diabetes during pregnancy affects neurocognitive
development of progeny option, while the behavioral tests used in these serve to evaluate
the behavior that reflects the state of brain health. A test of choice is the Morris water
maze (LAM) which reflects the complexity of spatial navigation, showing how animals are
oriented efficiently in space The hippocampus is a key structure in associative learning
and for memory consolidation episodic type. This presents plastic changes: functional and
structural (dendritic spines) in response to constant stimuli, environmental demands,
learning and memory of specific tasks. The type of spines, based on their shape are
classified as short, long and fungus, the latter 2 have been linked to greater synaptic
effectiveness. Justification. The global importance of the DM during pregnancy, coupled
with the limited information of the cognitive deficits of their children, gives relevance to the
research proposed in this thesis. Objective: Analyze the deleterious effect of induced
maternal diabetes on spatial memory and hippocampal neuronal plasticity of prepubertal
pups submitted to LAM. Hypothesis. By inducing streptozotocin hyperglycemic
intrauterine state in pregnant rats adverse effects on development of the offspring will be
generated, causing presenting a spatial memory deficits evidenced by the Morris water
maze test and confirmed by the reduction of dendritic spines. Methodology: We randomly
used 48 offspring of 30 days old (P30) obtained from rats with streptozotocin-induced
diabetes (CRD) and rats without diabetes (CRC). Weight and glycemia were monitored in
both groups. CRC and CRD pups were submitted to LAM to evaluate learning and spatial
memory where they were submitted to five sessions with 8 trials each. The arrival latency
to the escape platform was used as a measure of information acquisition. On day 41 (pre-
pubescent pups) the memory test was applied to assess the consolidation of the
information (information retrieval). Later the brains were obtained, recording their size and
weight and processed with the fast Golgi Cox Kit. Six continuous sections of each brain
were identified identifying the dorsal hippocampus and were photographed. In each
section the hippocampal axes were measured. The CAS field was located and 6 pyramidal
neurons were selected, counting the amount and shape of spines in 25 microns of the
proximal section of the apical dendrite and its 1st branch. Statistical analysis: Changes in
weight and glycemia in pregnant rats and offspring subjected to behavioral tests were
evaluated using the Student t parametric test. For the LAM test, repeated measures
ANOVA and factorial ANOVA were used to compare performance between groups, using
Scheffe's post hoc analysis. They were analyzed using the statistical program SPSS
version 16. Results. CRDs had lower brain weights, took longer to learn the space task,
had a long-term memory deficit and fewer dendritic spines compared to CRCs.
Conclusions. Hyperglycemia during pregnancy altered the brain structure and
hippocampal neuronal plasticity in prepubertal offspring, affecting the cognitive abilities of
offspring.




1. Introduccién
1.1. Diabetes Mellitus.

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA)', la Diabetes Mellitus
(DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia,
debida a defectos en la secrecion y/o accidn de la insulina. Presenta grados
variables de predisposicién hereditaria, con participacion de factores ambientales.
La hiperglucemia crénica esta asociada con dano a largo plazo, disfuncion y falla
en diferentes 6rganos, especialmente en ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos
sanguineos. Los sintomas clasicos de diabetes son: poliuria (muchas ganas de
orinar), polidipsia (excesiva sed), polifagia (excesiva hambre), ademas de pérdida
de peso y visidn borrosa®.

1.1.1. Epidemiologia.

La DM es la principal causa de morbilidad y mortalidad en el mundo, se calcula
que afecta a 387 millones de personas principalmente concentrada en los paises
con menores ingresos. La Federacion internacional de diabetes (FID) predice que
en 2035 aumentara a 592 millones de afectados, convirtiéndose en la 72 causa de
muerte en el mundo®.

La prevalencia de DM en todo el mundo ha aumentado de forma constante
durante los ultimos 30 afios, pasando de 8,3% en los hombres y 7,5% en mujeres
en 1980 a 9,8% en hombres y el 9,2% en las mujeres para el afio 2008 y en 2014
la prevalencia total fue de 8.3 %.

México esta a la vanguardia de la epidemia de DM, pues cuenta con una de las
mas altas tasas de obesidad y sobrepeso en el mundo (71,2%). La prevalencia de
diabetes en México alcanzé el 14,4% en 2006 con casi la mitad de los casos no
diagnosticados (7,07%). La prevalencia de la diabetes diagnosticada se ha
aumentado de 7,34% en 2006 al 9,17% en 2012.* El control de la diabetes en
México es deficiente, sélo el 5,3% de los pacientes tienen un control adecuado,
38%poseen control deficiente y el 56% es muy deficiente. Los costos medios
anuales por paciente con DM en México se han estimado en el rango de $ 700-
3200 USD. Los costos directos de la DM en México a $ 717,764,787 USD para
pacientes externos y $ 223,581,099 USD para la atencion hospitalaria, mas
$177.220.390 USD de los costos indirectos, sin tener en cuenta los costos
relacionados con complicaciones®.




1.1.2. Clasificacion.
Segun la Asociacion Americana de Diabetes la DM se clasifica en 4 tipos:
1.1.2.1. Diabetes Mellitus tipo 1 (DM T1):

A este tipo de diabetes se le conoce por ser autoinmune, ya que existe destruccion
de células beta del pancreas, evidenciado por presencia de anticuerpos contra las
células que conforman los islotes pancreaticos, provocando deficiencia absoluta
de insulina. En este tipo de diabetes los pacientes presentan abruptamente la
sintomatologia asociada a la enfermedad.

1.1.2.2. Diabetes Mellitus tipo 2(DM T2):

La diabetes tipo 2 presenta resistencia a la insulina y/o deficiencia relativa en su
produccion. La edad de diagndstico generalmente es mayor a los 30 afios, no
obstante se ha presentado en edad adolescente. Este tipo de diabetes se
caracteriza por aumento de la glucosa en sangre y alteraciones del metabolismo
de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas’.

1.1.2.3. Otros tipos especificos de DM.

Ademas de los tipos de DM anteriormente mencionado existen otros tipos de DM
que presentan etiologia propia y son menormente comunes alrededor del mundo.
Algunos ejemplos son:

Defectos genéticos de las células B que se caracterizan por la aparicion de
hiperglucemia en edades tempranas (antes de los 25 anos) y por la
alteracion de la secrecién y accion de la insulina (MODY).

Defectos genéticos en la accion de la insulina, es un caso raro de diabetes
en la que existen mutaciones en el receptor de insulina provocando
insulinemia y una modesta hiperglucemia.

Enfermedades del pancreas exdécrino. Cualquier proceso que cause algun
tipo de dano al pancreas puede provocar diabetes, estas pueden ser
pancreatitis, pancreatectomia y carcinoma pancreatico.

Pancreopatias. Enfermedades como acromegalia, Sindrome de Cushing,
Glucagonoma, Feocromocitoma, cursan con un exceso de hormona del
crecimiento, cortisdl, glucagon, epinefrina respectivamente. Dichas
hormonas antagonizan la accién de la insulina y pueden causar diabetes.
Infecciones. Algunas infecciones virales son asociadas con la destruccién
de las células B, algunos ejemplos son Rubeola congénita, citomegalovirus,
coxakivirus B y adenovirus™.




1.1.2.4. Diabetes Gestacional.

Las mujeres que cursan con DM durante su embarazo enfrentan cambios
metabdlicos asociados a su condicién fisiolégica y segun la calidad de vida de
cada pais esta afeccion materna se presenta del 1 al 14% de todos los
embarazos.

La diabetes materna es el resultado de cualquiera de estas 2 modalidades:

1.1.2.4.1. DM Pregestacional (DMPG).

Es la diabetes preexistente en una mujer antes de resultar embarazada. De los
casos de DMPG, el 60% tienen DM T2 existente antes del embarazo, mientras
que el 40% tiene un diagndstico de DM T1.

Durante todo el periodo gestacional los niveles de glucemia son elevados, lo que
ocasiona alteraciones en los procesos de implantacion y organogénesis. Los
principales sistemas afectados son el cardiovascular, renal, musculo-esquelético y
sistema nervioso central." ° Por lo anterior la DMPG es considerada como la de
mayor riesgo para presentar malformaciones congénitas y abortos espontaneos (4
a 10 veces mas que en un embarazo no diabético). Ver tabla 1.

1.1.2.4.2. DM gestacional (DMG).

Se manifiesta entre la mitad del embarazo y el inicio del ultimo trimestre. La mujer
gestante desarrolla resistencia a la insulina y posterior hiperglucemia. Representa
el 90% de los casos de diabetes materna. A diferencia de la DMPG, la
hiperglucemia no interfiere en etapas tempranas de desarrollo, pero compromete
el desarrollo fetal, una de estas afecciones es la macrosomia.’®

En las dos modalidades de presentacion existe una correlacion entre la
concentracion de glucosa en sangre en mujeres embarazadas con la
hiperglucemia que cursa el embrién o feto durante su estancia intrauterina.®’




Sistema nervioso central
(SNC)

Anencefalia

Sistema Cardiovascular
(Scv)

Corazén hipoplasico

Estructuras Craneo-faciales

Microsomia hemifacial

Acrania

Atresia tricuspide y mitral

Microtia

Mielomeningocele

Doble entrada del ventriculo
izquierdo

Micrognatia

Microcefalia

Doble salida del ventriculo der

Microftalmia

Holoprocencefalia

Transposicion de
arterias

grandes

Displasia nasal frontal

Espina bifida

Tretalogia de Fallot

Arrinencefalia

Tabla 1. Malformaciones congénitas asociadas a diabetes materna®.

1.1.3. Alteraciones en el desarrollo del Sistema Nervioso Central

Ademas de los defectos morfolégicos gruesos como son las malformaciones
congénitas, existen evidencias que sugieren que la DM durante la gestacién
provoca alteraciones funcionales en diferentes estructuras entre las que destacan
el SNC. Algunas de ellas sugieren que la diabetes materna provoca alteraciones
en el desarrollo cognitivo de los Hijos de Madre Diabética® y que comienzan a
manifestarse durante la primera infancia. También se han reportado reduccion del
tamano del hipocampo y anormalidades funcionales y estructurales, ya que es
fundamental en los procesos aprendizaje y la consolidacion de la informacion
adquirida®.

1.1.4. Posibles
neurocognitivas

mecanismos implicados en las alteraciones

Muchos de los efectos sobre el desarrollo de los embarazos diabéticos en el
embrion o feto se pueden atribuir al control de la glucemia materna, pues la
elevada concentracion de glucosa que atraviesa la barrera placentaria, causa
defectos estructurales y funcionales en el desarrollo del SNC.




Hasta el momento, los mecanismos exactos por los que la DM en el embarazo
alteran el desarrollo embrio-fetal no se entienden por completo y no existe un
mecanismo teratogénico distinto que se haya identificado para explicar claramente
una razon para esta gama de alteraciones observadas en diferentes estructuras,
que componen el SNC>"'°. Entre estos mecanismos se han propuesto los
siguientes:

1.1.4.1. Policitemia fetal:

Es probablemente provocada por la hiperglucemia y la hiperinsulinemia crénicas
en el utero. Una de las explicaciones para esta patologia es que en el utero con
hiperglucemia cronica, genera un estado hipermetabdlico en el desarrollo del feto,
lo que desemboca en hipoxia tisular relativa, derivando en policitemia por exceso
de produccién de eritropoyetina™®.

1.1.4.2. Eritropoyetina fetal:

Las elevadas concentraciones de esta proteina en el plasma sugieren el
incremento en la prevalencia de hipoxia durante el desarrollo. La hipoxia afecta el
desarrollo del SNC, incluyendo alteraciones en la mielinizacion, cambios en la
conectividad cortical, excitotoxicidad, y muerte neuronal. En este estado de
hipoxia, hay un exceso de eritropoyetina y hemoglobina. Por lo tanto, el feto en
desarrollo necesita hierro, y para esto, se moviliza el hierro de los tejidos vitales
incluyendo el cerebro. Se ha encontrado que los HMD poseen un 40% menos de
hierro en el cerebro comparados con hijos de madres normales. El hierro es un
componente clave para la sintesis de enzimas involucradas en reacciones de
oxido-reduccion,  replicacion  neuronal, sintesis y catabolismo de
neurotransmisores y produccion de mielina®.

1.1.4.3. Estrés oxidativo:

Juega un papel clave en el desarrollo embrionario, porque se ve implicado en la
patogénesis de diversos problemas en el neurodesarrollo observados en los HMD.
Los radicales libres pueden inactivar funciones biolégicas de proteinas vy lipidos, lo
que puede desencadenar en muerte celular. Se mostré que el DM se asocia con
un aumento de la concentracidon de estrés oxidante, esto se debe tanto a defectos
en las defensas de los antioxidantes como a la sobreproduccién de radicales
libres™®.

1.1.4.4. Insulinay el factor de crecimiento insulinoide 1 (IGF-1):

Ejercen un profundo efecto en el desarrollo y funcién del SNC, incluyendo la
proliferacion, diferenciacion, supervivencia, sinaptogénesis, longevidad vy
neurorregeneracion celular de neuronas/glia. Estas funciones bioldgicas son




mediadas por sus receptores: el receptor de insulina (IR) y el receptor de IGF-1
(IGF-1R). Diversos estudios con hibridacion in situ en animales y humanos, han
encontrado que estos dos receptores se expresan en el hipocampo, corteza
cerebral, bulbo olfatorio, cerebelo e hipotalamo y que los defectos en estos
receptores y sus vias de sefalizacion alteran el desarrollo del SNC que pueden
estar implicados en el déficit cognitivo de los HMD.™

No obstante a esta informacién, existen pocas evidencias en la etapa posnatal que
analicen cémo afecta la hiperglucemia materna en los procesos de memoria y
aprendizaje; asi como su implicacién en la neuroplasticidad, proceso basico del
desarrollo neuronal.

Por esta razon esta tesis esta enfocada a conocer si la diabetes durante la
gestacion altera el desarrollo del cerebro e hipocampo de crias prepuberes de 42
dias posnatales y por ende sea un factor a considerar en las alteraciones
observadas en los HMD. Por lo anterior consideramos necesario describir la
anatomia y embriologia del hipocampo.

1.2. Formaciéon Hipocampal.

Es una estructura perteneciente al sistema limbico que se encuentra en el
telencéfalo del SNC, nombrado asi por su parecido con la forma del caballito de
mar. Es una de las zonas del SNC mas estudiadas por su amplia relacién en
procesos cognitivos tales como la memoria y el aprendizaje.

1.2.1. Estructura y localizacion.

El hipocampo se encuentra en el |6bulo temporal medial de manera bilateral en el
cerebro y se compone de tres estructuras separadas: el giro dentado (GD), el
hipocampo propiamente dicho que estd conformado por el cuerno de Amén (CA)
y el complejo subicular (Fig. 1).




Fig 1. Fotomicrografias del hipocampo humano con tincion de Nissl, localizacién en el SNC en un
corte coronal de cerebro y areas en que se divide la formacion hipocampal”.

El GD consta de tres capas: la capa molecular superficial, la capa piramidal, y la
capa polimorfa.

La regién de CA consta de una capa de neuronas piramidales que presentan
diferencias morfoldgicas para diferenciar distintas regiones de CA, estas regiones
se conocen como CA1, CA2, CA3 y CA4. En los roedores, la regién de CA2 es
minuscula y dificilmente distinguible, por esta razén esta zona es depreciable para
su estudio. El complejo subicular estda compuesto por tres estructuras, Subiculum,
Parasubiculum y Presubiculum.

La corteza entorrinal sirve como conexién entre el hipocampo y otras partes de la
corteza cerebral. Se divide en: la capa molecular, la capa de células superficiales,
la capa amplia, la zona de grandes células piramidales, capa de pequefias
neuronas piramidales relativamente densas y la capa con neuronas de morfologia
variable'?.

1.2.2. Desarrollo Hipocampal.

Diferentes partes del hipocampo humano son distinguibles en la décima semana
de gestacion. Al igual que en las otras zonas celulares, las primeras neuronas
aparecen en los dias 36-38 embrionarios y en la semana 32 las células han
migrado al lugar de desarrollo en la etapa adulta ademas hay evidencia de
mielinizacion en la semana 39.

El GD del hipocampo humano se somete a un curso mas largo del desarrollo.
Dentro del GD, el aumento en el niumero maximo de las sinapsis se retrasa hasta
alcanzar 9-12 meses y madura hasta los 4-5 afos de edad. La mielinizacion
comienza en el quinto mes después del parto y continua hasta los 11 afos o

mas'>.




Por otra parte, el hipocampo de rata comienza a formarse en Estadio 15 y
continua la formacion hasta la etapa posnatal. Las neuronas hipocampales migran
al neuroepitelio hipocampal que consiste en tres partes: el neuroepitelio amodnico,
que da origen a las células piramidales del estrato oriens y el radio, el
neuroepitelio dentado que origina las células granulares y neuronas larga de la
capa molecular y el glioepitelio que da lugar a la glia y células de la fimbria.™

1.2.3. Funcién del Hipocampo.

El Hipocampo es crucial para la adquisicién (aprendizaje), la consolidacién y la
recuperacion de la memoria declarativa y también es importante para la formacion
de la memoria y aprendizaje espacial.

Este mapa cognitivo de memoria espacial se construye entre el hipocampo
derecho e izquierdo, incorporando detalles con respecto a la velocidad y direccion
del movimiento, ademas de informacién espacial relacionadas con el objeto .

La informacién de la corteza cerebral se transmite a las células granulares de el
GD del hipocampo por proyeccion axonal a través de la via perforante desde la
corteza entorrinal (Fig. 2). Los axones forman la célula dentada granular (llamadas
fibras musgosas) y luego transmite la informacion a las células piramidales de
CA3, cuyos axones llamadas vias colaterales de Schaffer proyectan a las células
piramidales de CA1, que luego envian la informacion a las capas mas profundas
de la corteza entorrinal para completar el circuito neuronal a través de las
estructuras hipocampales.'®
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1.2.4. Células piramidales de CA3.

Debido a su elevado numero de aferencias y eferencias y por ser la conexion entre
el GD y CA1, las células piramidales de CA3 presentan especial importancia a la
investigacion sobre los déficits de memoria y aprendizaje (Fig. 3). Son las células
piramidales mas grandes del hipocampo, encontradas en la zona CA3 del
hipocampo y son su principal constituyente celular. Estan compuestas de un soma
o cuerpo neuronal, dos dendriticas, apical y basal y estas dendritas a su vez
presentan espinas dendriticas (Fig. 3).
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Fig. 3. Neuronas piramidales de CA3. [1] Zona CAS3 resaltada y diferenciada de las otras zonas del
hipocampo'’. [2] Acercamiento 40x de neurona piramidal de CA3 con el nombre de sus partes,
soma, segmento proximal de la dendrita apical (SP-DA), primera ramificacién de la dendrita apical
(1ra R-DA) y dendritas.

Se ha encontrado que existen tres tipos de células piramidales basados en su
morfologia: Las neuronas piramidales normales, con un eje apical individual,
ademas de ser el tipo de neurona piramidal mas abundante, las neuronas
piramidales en canasta, que son neuronas piramidales que no tienen espinas
dendriticas, pero reciben a las fibras musgosas, y por ultimo, las neuronas
piramidales con multiples ejes apicales.®"?

1.2.5. Espinas dendriticas.

Las espinas dendriticas (ED) son los elementos postsinapticos de la sinapsis. Se
puede decir que son los sitios de contacto excitador del SNC. Son pequefas
protuberancias que emanan desde las paredes dendriticas, especializadas que
son donde se encuentran las sinapsis excitadoras (Fig. 4A). La mayoria (96%) de
las ED encapsulan grandes estructuras electron-densas conocidos como las
densidades post-sinapticas que marcan el contacto sinaptico.
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Fig. 4. Esquema de la estructura y tipos de espinas dendriticas. (A) Variabilidad en cuanto a la
forma de las espinas dendriticas, (B) formas distintas de las espinas dendriticas, (C) estructura de
una espina dendritica®.

La plasticidad estructural forma parte de esta protuberancia, y en la ultima década
se ha vuelto cada vez mas claro que la plasticidad de las espinas subyace en la
memoria a largo plazo.

Los cambios morfologicos en las espinas se correlacionan con la fuerza sinaptica
y por lo tanto con la "fuerza de memoria" de una red neuronal. En general, el
tamano de la espina se correlaciona con la fuerza sinaptica; espinas que
inicialmente son pequehas experimentan una expansion persistente tras la
estimulacion y en el aumento de la fuerza sinaptica (ver figura 4C) mediante la
incorporacion de mas receptores glutamatérgicos, en particular del tipo AMPA vy
NMDA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4isoxazoleprooionico y N-metil-D-
aspartato)15,20,21,22, 23

1.2.5.1. Clasificacion de Espinas.

La morfologia de las ED se pueden clasificar en tres clases: la espina corta
(achaparrada), que carece de un cuello aparente; la espina delgada, que contiene
una pequefa cabeza bulbosa y un cuello delgado, largo; y la espina hongo, que se
a semeja a una seta con una cabeza bulbosa amplia (Fig. 4B).

El tipo de espinas esta asociado con la madurez de las mismas y con la capacidad
de memoria, siendo las de mayor madurez las espinas en forma de hongo, puesto




que presentan una mayor superficie de contacto sinaptico y teniendo en cuenta
que son la forma de espinas que permanecen en la memoria a largo plazo.™ %

Por otro lado, a las espinas cortas se les atribuye la plasticidad dendritica, puesto
que dependiendo el estimulo que se presente esta espina, puede modificar su
estructura a una espina larga y/o forma de hongo, para mantener la informacién
adquirida o reabsorberse.?

Existe predominancia del tipo de receptor glutamatérgico dependiendo del tipo de
espina dendritica, mientras las espinas cortas, que son las de mayor plasticidad
pues se pueden expandir y estabilizarse o perderse, presentan mayor cantidad de
receptores NMDA, las espinas largas y hongo, que son espinas relativamente
estables, presentan dominancia de receptores AMPA.?

1.3. Sinapsis.

La sinapsis es la mayor estructura dinamica en la red neuronal. Existen dos tipos
de sinapsis, la sinapsis eléctrica y la sinapsis quimica. La sinapsis quimica puede
clasificarse en dos categorias basadas en las caracteristicas ultra estructurales de
la parte pre y postsinaptica, las cuales son: longitud de la membrana opuesta,
densidades de membrana y hendidura sinaptica. Entonces, existe la sinapsis tipo
I, encontrada en las ED y arboles dendriticos y la sinapsis tipo |lI, encontrada
primeramente en arboles dendriticos y somas neuronales (Fig. 5).
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Fig. 5. Esquema representativo de sinapsis glutamatérgica con todos sus componentes (1), tipos y
caracteristicas de cada una (2)24.

La sinapsis tipo | corresponde a la sinapsis asimétrica con vesiculas esféricas y un
engrosamiento en la densidad postsinaptica, y sinapsis simétrica o sinapsis tipo II,
con vesiculas aplanadas o alargadas en su aspecto predominante, y no hay
engrosamiento de la densidad postsinaptica.




La sinapsis mas abundante en el sistema nervioso central es la sinapsis asimétrica
que es glutamatérgica y es excitadora, con la terminal sinaptica finalizando en
espina dendritica. Una gran porcion de la sinapsis en las regiones criticas del
cerebro que involucran el aprendizaje y memoria, consiste en espinas sinapticas o
dendriticas, volviéndolas de vital importancia al momento de la evaluacion del la
memoria a largo plazo.?*?°

1.4. Memoriay aprendizaje.

El aprendizaje puede considerarse como una modificacion estructural y funcional
del SNC que origina un cambio en la conducta relativamente permanente. La
informacion aprendida es retenida o almacenada en los circuitos neuronales y
constituye la memoria.?®. Estas son complejas funciones cerebrales que dependen
de estructuras especificas del SNC. La formacion hipocampal es fundamental para
el procesamiento de informacion del aprendizaje y memoria y del almacenamiento
de informacion.

La memoria es dividida en memoria de corto y largo plazo, basandose en la
duraciéon del almacenaje del recuerdo. La memoria a corto plazo acurre en varios
minutos 0 menos, durante los cuales la informacién permanece accesible antes de
ser desechada o transferida a la memoria de largo plazo mediante un proceso de
aprendizaje con base en compilacion de informacion repetida o estimulos

ambientales familiares. Por otra parte, la memoria de largo plazo es el sistema
cerebral de almacenaje de informacién, manteniendo y recordando informacion
durante largos periodos de tiempo que van desde dias hasta afos como
consecuencia del aprendizaje obtenido a través del tiempo.

A su vez, otra divisibn de la memoria, de acuerdo a las caracteristicas
conductuales y estructuras cerebrales implicadas es: memoria de trabajo, implicita
y explicita. La memoria de trabajo se conoce como cognicion ejecutiva, la cual
consiste en la representacion consiente y manipulacion temporal de la informacién
necesaria para realizar operaciones cognitivas complejas, como el aprendizaje,
comprension del lenguaje o el razonamiento. Por otro lado, la memoria implicita,
procedimental o no declarativa, es la memoria de las cosas que se hacen
rutinariamente. Es considerada automatica, inconsciente y dificil de verbalizar, con
adquisiciéon gradual y se perfecciona con la practica. Finalmente, la memoria
explicita, declarativa, relacional o cognitiva es el almacenamiento cerebral de los
hechos (memoria semantica) y eventos (memoria episddica). Este tipo de memoria
se adquiere en pocos ensayos a diferencia de memoria implicita y se distingue por
expresarse en situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje original, por lo
que se considera como una memoria de expresion flexible.




Una fraccion de la memoria declarativa, que integra gradualmente las
caracteristicas topolégicas de los objetos en el entorno inmediato y las relaciones
espaciales entre ellos se le conoce como memoria espacial.

La memoria espacial es el resultado del procesamiento de la informacion
proveniente de las neuronas excitadoras en el circuito tri-sinaptico del hipocampo.
Este tipo de memoria sirve para situar al individuo en relacion con su entorno
mediante la compilacion de una representacion cognitiva de su espacio
inmediato.?* 2

1.4.1. Alteraciones en el aprendizaje y memoria en los HMD

Existe amplia informaciéon que asocia la DM cronica en pacientes adultos con
complicaciones neuroldgicas y funciones cognitivas en comparacién con la
poblacion en general??®%. Sin embargo, existe mucha controversia en la
literatura cientifica para establecer si los HMD que se desarrollaron en un
ambiente intrauterino hiperglucémico presentan o no en la etapa posnatal,
alteraciones en su capacidad cognitiva.

Lo anterior ha sido un tema de interés para los investigadores clinicos, quienes
han evaluado en la descendencia de madres diabéticas aspectos como son el
indice de desarrollo mental, la funcidon motriz, coeficiente intelectual y desarrollo
del lenguaje.

En cuanto al indice de desarrollo mental (IDM), medido por la escala de desarrollo
infantil de Bayley (BSID), varios investigadores®®*'*233 analizaron nifios de 12 y 24
meses de edad, obtenidos de madres diabéticas y encontraron puntajes mentales
mas bajos que en los hijos de madres sin diabetes.

Townsend en 2005, Nelson en 2000°°, De Regnier en 2000% y DeBoer en
2005%%; reportaron mediante estudios longitudinales el efecto de los niveles de
glucemia materna en nifos de 1 ano de edad y encontraron puntuaciones
cognitivas significativas menores en niflos expuestos a la diabetes (sin diferenciar
pre-gestacionales o gestacionales) basados en medidas conductuales de BSID
que; se correlacionaron con registros electro-fisiolégicos, lo que sugiere que los
efectos adversos observados podrian estar mediados por dafio del hipocampo.
Ademas de lo anterior, otros estudios sugieren que los hijos de madres con
diabetes controlada durante el embarazo muestran mejores funciones cognitivas
que los hijos de madres con poco o nulo control de diabetes.

Respecto a la medida de la funciéon motriz (FM), evaluada por el indice de
desarrollo psico-motor, diversos investigadores han reportado que dicho indice es
mas bajo en hijos de madres diabéticas que en los hijos de madres




control®23%36:3328 N obstante Hod en 1999% encontré que los nifios expuestos a
DM T2 obtuvieron puntajes mas bajos en FM que los expuestos al DM T1, pero
mas altos en el puntaje de calidad motriz en comparacion con los nifios control.

Por su parte los resultados en los que se ha evaluado el coeficiente intelectual (Cl)
y que han dividido en intervalos de edad: de 3-5 y de 5-12 afos; han encontrado
una disminucién en el Cl de los hijos provenientes de madre diabética en
comparacion con nifios obtenidos de madres sin diabetes; sugiriendo un potencial

efecto adverso de la diabetes materna sobre la inteligencia de los hijos®”
38,34,39,40,33,41

Ornoy en 1998% reporté que el indice de funcién somato-sensorial en los nifios
expuestos a DM T1 y DM T2 tiende a ser menor cuanto mayor es la hemoglobina
glucosilada (Hb1Ac) materna. Rizzo en 1991%° comparé el efecto de la DMPG (sin
discriminacion por tipo de diabetes) y la exposiciéon a DMG en nifios de 1 afio y 3-5
anos. Encontraron que ambos nifios expuestos a la diabetes presentaban un
menor desarrollo conductual e intelectual, aunque la deficiencia de hierro y la
hiperglucemia neonatal eran frecuentes en los lactantes de madres preexistentes
de la diabetes. Campubri en 2015 realizé un meta-analisis quien basado en la
heterogeneidad significativa de sus resultados y concluye que no hay evidencia de
un menor puntaje de Cl observado en nifios (3-12 afos) de mujeres con diabetes
durante el embarazo.

Otras habilidades cognitivas como el desarrollo del lenguaje y el rendimiento
motor; se han reportado afectadas negativamente en los nifios de madres
diabéticas. Sin embargo, no hubo suficientes estudios para sacar conclusiones
sobre estos resultados®®. También se ha encontrado disfunciones cerebrales
minimas en nifios con hipoglucemia neonatal en HMD. Altman en 1991% y Higgins
en 2002* describen puntuaciones significativamente inferiores en las areas de la
audicion asi como un lento desarrollo del lenguaje y el habla en los HMD que al
nacimiento fueron afectados por la hipoglucemia neonatal y posnatalmente tenian
mas probabilidades de ser diagnosticados como facilmente distraido, hiperactivo e
impulsivo.

Llama la atencion que los estudios que han evaluado la inteligencia y otras
funciones neuropsicolégicas en HMDPG e HMDG en edad pre escolar y escolar
han proporcionado resultados muy heterogéneos que han dificultado llegar a una
conclusidn sobre los resultados de los mismos. Lo anterior radica en que se han
utilizado herramientas distintas en las evaluaciones aplicadas y se han enfocado a
aspectos diversos. Ademas, se deben de tomar en cuenta otros factores
intrinsecos y extrinsecos que también contribuyen al rendimiento cognitivo del nifio
como son el estado de salud metabdlico y el nivel socioeconémico.




Con base en lo anterior y por razones éticas en las que no se pueden llevar a cabo
este tipo de investigacidn en seres humanos, es necesario disefar estrategias
para eliminar variables confusoras y confirmar si esta condicion materna afecta los
procesos cognitivos en los HMD y cuales son los mecanismos celulares
implicados. Una opcién es recurrir a modelos animales, los cuales han servido
como una herramienta clave en la ciencia basica, ayudando a la experimentacion
por sus cortos periodos de desarrollo, bajo costos, metodologia accesible, etc.

1.5. Modelos animales de diabetes inducida.

Para facilitar el estudio de la DM se utilizan distintas metodologias que provocan
estados hiperglucemicos en el organismo animal, que van desde la extirpacion del
pancreas, pasando por modificaciones genéticas que alteran la sintesis y
metabolismo de insulina y glucosa, hasta los agentes quimicos que son
ampliamente utilizados en la ciencia basica. La estreptozotocina (STZ) y aloxano
(Alo) son toxinas selectivas de células B pancreaticas, que se han utilizado
ampliamente para investigar los mecanismos subyacentes de dafio mediado por
oxigeno en las células B de roedores. Ambos de estos diabetogénicos reducen el
nivel de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD™) en los islotes pancreaticos e
inhiben la sintesis de la proinsulina. La especie reactiva de oxigeno, producida por
ALO y STZ, es mediador de la necrosis de las células B y un sindrome de DM
insulinodependiente permanente.

1.5.1. Estreptozotocina (STZ2).

La STZ (2-desoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosido) (Fig. 6A), es
sintetizado por la bacteria Streptomices achromogeneses una molécula inestable,
que se acumula en las células B pancreaticas. Los mecanismos por los cuales la
STZ induce diabetes no se entienden claramente. Se han sugerido que los
radicales libres de oxigeno, incluyendo radicales hidroxilo, participan en la accion
téxica de STZ. Estos radicales altamente reactivos ejercen efectos téxicos directos
o indirectos sobre el endotelio de los islotes e intervienen en la fragmentacion del
ADN nuclear en las células beta. El 6éxido nitrico generado por STZ se ha sido
propuesto como un implicado en el dafio de las células beta pancreaticas.

Por otro lado, STZ es un agente alquilante potente conocido por metilar
directamente al ADN, es altamente genotdxico, produciendo roturas de hebra en
el ADN, formando aductos de ADN, la sintesis de ADN no programada, todos los
tipos de aberraciones cromosomicas, y la muerte celular.

El mecanismo de la hiperglucemia inducida por STZ se considera de la siguiente
manera; STZ causa roturas de la cadena de ADN en los islotes pancreaticos y




estimula la poli-nuclear (ADP ribosa) sintetasa, y por lo tanto reduce los niveles
intracelulares de NAD y NADP.

1.5.2. Aloxano (Alo).

El aloxano (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracilo), es sintetizado a partir de la
oxidacion de acido urico (Fig. 6B). Alo es una sustancia hidrofilica e inestable,
pero cuando se utiliza a una dosis alta, el tiempo de descomposicion es suficiente
para permitir que alcance el pancreas en cantidades que son nocivas, ejerciendo
una accion diabetogénica cuando es administrada de forma parenteral. La dosis
intraperitoneal en rata es de 150 mg/Kg, la cual es suficiente para inducir el estado
diabético

La accion del Alo se caracteriza por una rapida absorcion de las células B del
pancreas, acompafiadas de la produccion de especies reactivas de oxigeno
producidas por la reduccién de Alo producido por diferentes agentes reductores.
Tiene gran afinidad por compuestos celulares que contienen SH-, glutation
reducido (GSH), cisteina y proteinas unidas con grupos sulfidrilo incluyendo
enzimas como glucosa cinasa y coenzimas, inactivandolas debido a la formacién
de enlaces disulfuro. Se forma el acido dialurico como resultado de la reduccion
del Alo, el cual se vuelve a oxidar a Alo, estableciendo un ciclo redox para
radicales superoxido. Uno de los objetivos de las especies reactivas del oxigeno
es el ADN de los islotes pancreaticos. Esta fragmentacion de ADN tiene lugar en
las células B expuestas a Aloxano.” *

OH 0O

0 PR

OH HN NH

NH
O O

O

fN—CH3
O=N
A B

Fig. 6. Estructura quimica de (A) Estreptozotocina y (B) Aloxano™.




1.6. Pruebaconductual. LAM

Las pruebas cognitivas son un parametro muy importante para evaluar los
cambios en las capacidades de memoria y aprendizaje. Existen una amplia gama
de tareas de comportamiento, tales como cajas de conexion de dos
compartimentos, laberintos, tales como Y-laberinto, laberinto en T, brazo radial,
laberinto elevado y laberinto acuatico de Morris, que han sido desarrollados para
probar las capacidades cognitivas en los roedores. Estas tareas se utilizan con
diferentes paradigmas del comportamiento, incluyendo el aprendizaje de evitacién,
el aprendizaje reversion, la memoria consolidada y la memoria a largo plazo en
estudios experimentales. Asi mismo, estos estudios conductuales en animales
arrojan resultados discrepantes sobre la DM materna.

La prueba conductual llamada laberinto acuatico de Morris (LAM), desarrollada por
Richard Morris en 1981, es utilizada generalmente para evaluar el aprendizaje
espacial en roedores, basandose en sefales distales visuales para navegar desde
las ubicaciones de salida, por toda el area abierta de natacidn, hasta la meta
fijada como una via de escape (Fig. 7). Las evaluaciones de LAM se basan en
repeticiones de una tarea espacial especifica asignada por el experimentador, con
el objetivo de evidenciar la capacidad del roedor para aprender y recordar la tarea
ensefada, consecuentemente evidenciando algun dafio presente en la memoria
del sujeto experimental con respecto a un sujeto control. EI LAM ha demostrado
ser una prueba robusta y fiable, que esta fuertemente correlacionada con la
plasticidad sinaptica del hipocampo vy la funcion del receptor NMDA
glutamatérgico. El aprendizaje espacial en el LAM se usa comunmente, ademas
de ser un método fiable para evaluar la funcién cognitiva dependiente del
hipocampo en los roedores, esto es debido probablemente a que el laberinto
acuatico no requiere de alimentos especiales o restriccion de agua, lo que puede
poner como variable adicional el estrés fisioldgico diferencial sobre los roedores, y
también que el aprendizaje en el laberinto acuatico procede de manera rapida y
eficiente46’47'48’49’50

El hipocampo realiza importantes funciones psicologicas y funciones conductuales
incluidas el aprendizaje y memoria espacial en rata y humano, lo que justifica el
uso de este modelo demostrando que los resultados obtenidos en rata son
fidedignos y extrapolables al humano.
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Fig. 7. Esquema de las partes que conforman el laberinto acuatico de Morris*®.

1.7. Alteraciones en el aprendizaje y memoria en crias de ratas
diabéticas.

Al igual que en el humano, existe amplia informacién que asocia la DM en
modelos animales adultos con complicaciones neurolégicas y funciones
cognitivas. Por ejemplo Popovic en 2001°", reporté una disminucién significativa
en la retencion de la memoria y en tareas de evocacion activa dependientes del
hipocampo en ratones diabéticos, resultados similares a lo sefalado por otros
investigadores®3. Por su parte Kamal y cols®*, reportaron en un modelo de ratas
diabéticas, un deterioro progresivo de la plasticidad sinaptica entre neuronas
hipocampales y por lo tanto en la habilidad de aprender.

Sin embargo, existe poca evidencia en la literatura cientifica para establecer si las
crias de madres diabéticas presentan o no en la etapa posnatal, alteraciones en
los procesos de aprendizaje y memoria:




El grupo de Ramanathan® y colaboradores al aparear ratas hembras y machos
con diabetes inducida previa a la concepcion, descubrieron que el ambiente
materno hiperglucémico tiene un efecto en la conducta emocional de los
descendientes adultos, evaluada mediante pruebas conductuales como
exploracién en campo abierto y Laberinto Acuatico de Morris. Después Kinney®® y
colaboradores en el 2003 utilizaron otras pruebas conductuales a crias de ratas
diabéticas para evaluar dicha ansiedad (mediante Laberinto elevado), y diferentes
tipos de aprendizaje (Laberinto Lashley lll, laberinto de 12 brazos radiales, aparato
inhibitorio). Este grupo de investigadores reportd deficiencias en el aprendizaje y
aumento en la ansiedad de las crias de rata diabética comparada con los
controles. También analiz6 la influencia de género, observando mayor déficits en
la memoria y aprendizaje en las ratas hembras en comparacion con los machos,
sugiriendo que los efectos producidos por la condicién intrauterina de una madre
diabética son especificos de género.

Delascio en 2011, aplicando el paradigma de LAM en crias macho P60
obtenidas de ratas Wistar diabéticas, no encontré diferencias significativas entre
las crias control y las crias de rata diabética. Chandna en 2015° realiz6 en su
estudio otra prueba conductual llamada reconocimiento de objetos a crias de ratas
diabéticas Long-Evans, encontrando menor capacidad para reconocer objetos
familiares en comparacién con las crias de rata control. Un estudio adicional
realizado en crias P30 obtenidas de ratas con una dieta alta en sucrosa realizado
por Kuang y colaboradores en 20148, reporta un déficit de adquisicién y retencion
espacial debido a la aumento de la apoptosis hipocampal provocado por dicha
dieta. Cabe senalar que a excepcion de Kuang, los otros investigadores no
analizaron la asociacion de sus resultados conductuales con algun evento celular
involucrado.

Por otro lado se han reportado alteraciones en diversos mecanismos celulares,
principalmente en la densidad neuronal en el hipocampo que ha sido un parametro
a evaluar para conocer su posible implicacion con las deficiencias cognitivas
observadas en las crias de madres diabéticas:

Tehranipour y Khakzad en el 2008%° estudiaron el efecto de la induccion de
diabetes por STZ sobre la densidad neuronal en el hipocampo de ratas recién
nacidas (P0), y encontraron que la diabetes en el embarazo puede reducir el
numero de neuronas hipocampales, especialmente en CA3. Por otro lado Kuang
en 2014% y Lofti® en 2016 midieron la cantidad de muerte neuronal por apoptosis
en el hipocampo, el primer autor en crias de 30 dias y el segundo en crias PO, P7
y P14. Ambos autores coincidieron en que la diabetes materna afecta
negativamente el mecanismo de apoptosis aumentando la cantidad de neuronas




muertas por este mecanismo, en comparacion con las crias de rata control y lo
relacionaron con los efectos deletéreos en la cognicion de la progenie.

Se ha sefialado que el factor de crecimiento parecido a la insulina 1 (IGF-1), la
insulina y sus respectivos receptores son indispensables para el neurodesarrollo y
que estan concentrados en varias zonas del cerebro, especialmente en el
hipocampo. Hami en 2013°%, Haghir en 2013°" y Jing en 2014% han reportado
una disminucién en la expresion y cantidad de dichas proteinas en el hipocampo
que pudiera correlacionarse con déficits de aprendizaje y memoria en las crias de
rata diabética. Chandna® y colaboradores explican en un estudio realizado en el
2015 la importancia de los productos finales de glucosilacién avanzada (AGE’s) y
sus receptores (RAGE), como senalizadores inflamatorios en la diabetes. También
en este estudio analizan la excitabilidad neuronal hipocampal. Los resultado
encontrados fueron un aumento en la expresiéon de RAGE en el cerebro de crias
de rata diabética y una alteracion en la excitabilidad neuronal hipocampal,
trayendo consigo consecuencias que pueden alterar el comportamiento de la
progenie de ratas diabéticas, en especial en la memoria de reconocimiento y
ansiedad.

En concordancia con lo anterior, experimentos preliminares realizados en el
Laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental a nivel

conductual mediante la prueba de reconocimiento de objetos y de exploracion en
campo abierto han sefialado que las crias P30 de ratas diabética presentan un
déficit en la memoria a corto plazo, y alteraciones en la capacidad de atencién,
seguridad y locomocion. Las crias también presentaron una menor plasticidad
neuronal hipocampal y desregulacién cronolégica en la maduracién
neuronal®364566

No obstante lo anterior, no se ha evaluado el efecto de esta condicién materna en
la memoria a largo plazo en correlacion la plasticidad neuronal




2. Justificacion.

La alta frecuencia de embarazos afectados por la DM es un problema de salud a
nivel mundial. La naturaleza de las alteraciones de la DM asociadas al embarazo,
los procesos de neurodesarrollo en el embrion y/o feto y la posible implicacidon de
esta enfermedad materna en los procesos de aprendizaje en los hijos de madres
diabéticas son tres aspectos que aunque han generado resultados contradictorios
la mayoria de los estudios concluye la asociacion de la hiperglucemia intrauterina
con los problemas cognitivos que presenta la descendencia.

Con base en lo anterior y por razones éticas entre otras, es necesario recurrir a
modelos biolégicos para poder analizar la correlacion entre dichos factores. A la
fecha son pocos los trabajos experimentales que evalian el desempeno
neurocognitivo con pruebas conductuales en correlato con la plasticidad neuronal
en crias prepuberes obtenidas de ratas diabéticas.

Los resultados obtenidos permitiran sugerir mejores estrategias para hacer frente

a la diabetes durante la gestacion y disminuir el déficit cognitivo que presenta la
descendencia.




3. Hipotesis.

Al inducir con STZ un estado hiperglucémico intrauterino en las ratas gestantes se
generaran efectos nocivos para el desarrollo del las crias, que se reflejara en un
déficit de memoria espacial evidenciado por la prueba de laberinto acuatico de
Morris y confirmado por la disminucién en la cantidad y tipo de espinas dendriticas
de las regiones analizadas.

4. Objetivo General.

Analizar el efecto deletéreo de la diabetes materna inducida sobre la
memoria espacial y plasticidad sinaptica hipocampal en crias prepuberes
sometidas a Laberinto Acuatico de Morris.

Objetivos particulares.

Obtener crias de ratas con diabetes inducida y controles y registrar tiempo
de gestacion, peso y glucemia desde el nacimiento hasta los 30 dias de
vida extrauterina.

Aplicar la prueba conductual de Laberinto acuatico de Morris en crias de 30
dias posnatales y evaluar memoria espacial en los grupos de estudio, tanto
control (CRC) y experimental (CRD).

Analizar en crias prepuberes de 42 dias posnatales, con prueba conductual
LAM, las caracteristicas morfométricas del cerebro e hipocampo.

Diferenciar el tipo y la cantidad de espinas dendriticas de CA3 del
hipocampo entre los grupos estudiados y relacionarlo con la memoria
espacial.

Relacionar el conteo de espinas dendriticas de las regiones SP-DA y 1ra R-
DA y la memoria espacial con la diabetes durante el embarazo.




5. Procedimiento Experimental.

5.1. Esquema experimental.

Monitoreo y registro
de peso y glucemia
hasta el parto.

Obtencidn de ratas gestantes:
Grupo control (RC): sin manipulacién. n=8
Grupo experimental (RD): Inducidas STZ n=8
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5.2. Obtencion de Ratas Gestantes.

Para llevar a cabo los objetivos planteados se seleccionaron 16 ratas hembras de
la cepa Sprague-Dawley de 250-300 g de peso corporal; de ciclo circadiano
normal, alimentadas ad libitum y mantenidas con ciclos de luz-oscuridad de 12:12
hrs.

Se les monitored diariamente el ciclo estral a cada rata y cuando se encontraron
en etapa de pro-estro o estro se procedié a cruzarlas por el método de la triada (3
hembras y 1 macho de fertilidad comprobada). Para confirmar la copula, al dia
siguiente, antes de las 8 de la mafana, se realizo un frotis vaginal tefido con azul
de toluidina (Anexo 1.1). La presencia de espermatozoides o tapon vaginal
mucoso, establecieron el dia cero e inicio de la gestacion.

5.3. Asignacion de grupos.

Las ratas que quedaron gestantes, se separaron de las no prefiadas y se
colocaron individualmente en su caja de policarbonato con las condiciones
estandar de alojamiento.

Aleatoriamente se dividieron en dos grupos:
5.3.1. Experimental o RD. (n=8)

Posterior a la implantacion del embrién en el utero (5° dia de la gestacion), se
procedié a inducir la diabetes mediante una dosis unica de 40 mg/Kg de
estreptozotocina (STZ) (Anexo 1.2) por via intraperitoneal. A los dos dias
posteriores a la induccion se cuantificé la concentracion de glucosa en sangre
mediante la extraccién de una gota de sangre de la vena caudal y utilizando un
glucometro Abbot Freestyle OptiumH. Solo se incluyeron las ratas que presentaron
niveles de glucemia = a 200 mg/dL y que permanecieron durante todo el periodo
gestacional arriba de la concentracion sehalada. Las que no cumplieron este
criterio de inclusion, se sacrificaron con pentobarbital sédico a dosis letal.

5.3.2. Control o RC. (n=8)

Ya confirmada la gestacién, las ratas asignadas a este grupo también se
colocaron en cajas individuales, pero no se les realiz6 ninguna manipulacién
adicional, ni se les inyectd ninguna solucién quimica.

En ambos grupos se registro el peso corporal y glucemia durante toda la gestacion
(Anexo 2.1) y al final de esta, se cuantificé la hemoglobina glucosilada fraccion
A1c. Se estuvo muy atento a vigilar que el parto cursara sin problemas para
obtener a las crias de ambos grupos.




5.4. Obtencion de Crias.

Se contabilizé el numero de crias obtenidas en cada rata y se ajustoé la camada a
8 crias. Del dia 1 posnatal (P1) y hasta el dia 9 (P9) se registré el peso corporal
de todas las crias juntas y se promedioé para obtener su peso individual. A partir
del dia P9, con marcaje indeleble en la cola se numeraron consecutivamente
todos los integrantes de la camada y se continué monitoreando y registrando los
valores de peso y glucemia (Anexo 2.2) hasta el dia 30 posnatal (P30).El destete
se realiz6 el dia 21.

A partir del dia P30, las crias de rata obtenidas de gestantes diabéticas CRD
(n=24) y las obtenidas de ratas control CRC (n=24) se sometieron al paradigma
conductual de laberinto acuatico de Morris.

5.5. Laberinto acuatico de Morris (LAM).

El Laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental cuenta con
un laberinto acuatico de Morris, con las caracteristicas descritas previamente. (Ver
figura 7). Dentro de la piscina se coloco la plataforma de escape en el cuadrante
meta (cuadrante 4). La camara de video que se utilizé fue de la marca Panasonic
SRD-H86, conectada a un monitor Sony Trinitron, que permitié ver el nado de la
rata.

5.5.1. Procedimiento:

Previo a la prueba conductual (3 dias antes), las crias fueron aclimatadas o
acondicionadas para que reconocieran los pasos previos a la prueba y para
identificar el olor del experimentador como algo familiar, descartando el factor
estrés.

El dia de la prueba, tomando en cuenta el ciclo de oscuridad de las ratas, la
piscina se llené con agua de la llave hasta 2 cm por arriba de la superficie de la
plataforma de escape y mediante una resistencia eléctrica se calenté el agua
hasta tener una temperatura de 25 + 2 °C.

Enseguida se inici6 la grabacién y se colocé la cria de ratas diabética o control
segun fuera el caso, en el primer punto de salida de la piscina, dirigiendo su
cabeza hacia la pared del laberinto para no influir en la direccién de nado
seleccionado (Fig. 8).
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Fig. 8. Esquema real del LAM utilizado en el estudio conductual. (A) Inicio en el primer punto de
salida. (B) Final del primer punto en la plataforma de escape.

Se cronometré el tiempo que tardaron en llegar a la plataforma de escape (latencia
de escape). Los valores obtenidos se registraron en el formato del LAM (Anexo
2.3). Las que tardaron mas de 60 segundos en llegar a la plataforma, se les
condujo manualmente hacia ella. En ambos casos se verificd que se mantuvieran
durante 30 segundos sobre la plataforma. Pasados los 30 segundos, se levanto a
la rata se secé con una tela de algodon y se dejé descansar durante 20s (Fig. 8).
Esto se repitid en los 7 puntos de salida restantes. Al finalizar con el ultimo punto
de salida, se retir6 a la rata y se coloco en una tela de algodon para secarla y se
regres6 a su jaula. Este procedimiento se repite por cuatro dias mas para
completar la etapa de adquisicion de la informacion.

Después de las 5 sesiones, los sujetos de estudio se mantuvieron 1 semana en
condiciones estandar de bioterio para que consolidaran la informacion obtenida y
en el dia 41 posnatal (P41) se les aplicé la prueba de memoria en el LAM. Esta
prueba consiste en hacer un promedio de todas las mediciones de latencia de
escape, este promedio fue el tiempo que se dejé nadando a la rata en la tina
durante la prueba, representando el 100% de nado en el cuadrante meta
(cuadrante 4). Se liberé a la rata desde cada cuadrante y se midio el tiempo de
latencia y el tiempo de estancia en el cuadrante meta. Esto se realizé bajo las
mismas condiciones de la prueba de adquisicién, con la diferencia de que se retird
la plataforma de escape.

Una vez terminada la intervencion conductual, para cada uno de los grupos se
realizé lo siguiente:




5.6. Analisis morfométrico del Cerebro.

Crias de 42 dias (P42) obtenidas de madres diabéticas y no diabéticas, sometidas
y no sometidas a prueba conductual, se midieron y pesaron. Enseguida por
decapitacion se extrajo el cerebro y rapidamente se pesd en una balanza analitica
marca ADAM y se midi6 con la ayuda un vernier digital Starrett. Para el eje
longitudinal se tomé como referencia el I6bulo frontal y la hendidura que se
localiza entre el cerebelo y el I6bulo occipital y para el eje transversal se tomé de
referencia la distancia mas ancha entre los hemisferios cerebrales (ver Fig. 9). Los
datos se registraron en un formato disefiado para tal fin (Anexo 2.4)

Fig.9. Imagen de un cerebro obtenido de una cria de rata CRC en la que se midieron los ejes
longitudinal (L) y trasversal (T).

5.6.1. Andlisis morfométrico del Hipocampo dorsal.

El tamano del hipocampo dorsal y la plasticidad de las neuronas piramidales del
campo CA3 se evaludé impregnando el cerebro con metales pesados con el kit
Golgi Rapido (FD Rapid Golgi Stain™).

Los cerebros inmediatamente después de medirlos se sumergieron 48 horas en
solucién de impregnacion que consta de una mezcla de solucién A (dicromato de
potasio al 4.5%) y solucién B (acido 6smico al 1%) en partes iguales preparada un
dia antes y conservada en un frasco ambar. Posterior a esas 48 horas, se
procediod a realizar un cambio con la misma solucion A y B. Después 12 dias en
esa solucion, se continué con la solucion C (nitrato de plata al 0.75%)
sumergiendo el cerebro en esta solucién y dejandolo una semana mas.

Una vez procesado, se realizaron cortes sagitales de cerebro de 100 ym de grosor
en el Vibratomo EMS OTS-400, se colocaron de 6 en 6 en laminillas impregnadas
de gelatina (Anexo 1.3) previamente preparadas. Ya con los cortes en las
laminillas, se utilizé la metodologia descrita en el kit de Golgi Cox rapido, la cual
consiste en montar un tren para revelar las neuronas impregnadas. Primero las
laminillas con los cortes se enjuagaron en agua bidestilada dos veces por dos
minutos cada vez, después se colocaron en una mezcla que consiste en una parte
de solucion D, una parte de solucion E y dos partes de agua bidestilada o Mili-Q,




de 10 a 14 minutos. Seguimos con dos lavados de agua bidestilada de 4 minutos
cada uno, se continué con la deshidratacién con etanol al 50%, 75%, 95% por 4
minutos cada uno y al final con etanol absoluto 4 veces durante 4 minutos cada
uno. Se aclararon con xilol, tres lavados de 4 minutos cada uno. Se montaron con
resina sintética (Enthelan) y cubreobjetos para su observacion.

Para medir el hipocampo dorsal a bregma -3.36 a 5.64%" se fotografiaron los
hipocampos con la ayuda del microscépico estereoscopico Calr Ziess y la camara
Axo-Vision con zoom 13x para medir los ejes. Posteriormente, con ayuda del
microscopio O6ptico Olimpus BH2 y la camara Nikkon, se observaron vy
contabilizaron las ED por tipo, ya sean en forma de hongo, larga, corta y otras
haciendo la suma de los promedios de cada region estudiada (SP-DA y 1ra.RDA),
y por localizacion en segmento proximal de la dendrita apical y en la 1ra
ramificacion de la dendrita apical. (Anexo 2.5) (Ver figura 10).

otras Delgada Espinascortas Hongo

Espinas dendriticas

Fig.10. A. Imagen de una neurona piramidal del CA3 del hipocampo dorsal en la que se sefialan la
region proximal (SP-DA) y la primera ramificacién de la dendrita apical (1ra.RDA). B. Forma de las
ED contabilizadas en cada uno de los segmentos estudiados.

5.7. Plan de analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo utilizando el programa para
Windows SPSS Statistics version 19.0. Los gréficos representan los valores de los
promedios + DE. (Desviacion estandar). En los casos donde la comparacion fue
entre dos grupos, se aplico la prueba t de Student para muestras independientes.
Para las mediciones de la prueba de memoria se utiliz6 ANOVA de medidas
repetidas y ANOVA factorial para verificar las diferencias de desempefio entre
cada grupo. En todos los casos el nivel minimo de significancia se fijo en el 95%,
por lo que se consideraron como diferencias significativas los analisis en los que el
valor de p<0.05.




6. Resultados.

6.1. Monitoreo Materno.

Al confirmar que las ratas resultaron prehadas, mediante la presencia de
espermatozoides en el frotis vaginal, se establecid el inicio de la gestacion como
dia 0 en que se registraron los valores iniciales de peso y glucemia durante toda la
gestacion. La ganancia del peso corporal promedio al final de la gestacion (dia 21)
en el grupo RC fue significativamente mayor que en el grupo RD
(392+10.2/360.6+14.7) (Grafica 1).

Peso materno durante la gestacion
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Grafica 1. Comparativo de peso corporal entre las ratas gestantes diabéticas durante la gestacion.
*P<0.05.

Respecto al monitoreo de los niveles de glucosa en sangre se observo en el grupo
experimental (RD) un aumento subito en la concentracion de este carbohidrato
como resultado de la acciéon de la STZ, la diferencia fue estadisticamente
significativa a partir del dia 7 de la gestacion. Dichos niveles de hiperglucemia se
mantuvieron por arriba de los 200 mg/dl durante toda la gestacién. Por su parte las
ratas del grupo control (RC) mantuvieron desde el inicio de la gestacion niveles
normales de glucemia (85-105 mg/dl). (Grafica 2). Este resultado se relacioné con
la concentracion elevada de hemoglobina glucosilada fraccién A1c al final de la
gestacion. (Grafica 3)
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Grafica 2. Comparativo de glucemia entre los grupos de estudio. Notese que en las ratas del grupo
CRD una vez realizada la induccion la hiperglucemia persistié durante toda la gestacion y el parto
se prolongd 2 dias més. p<0.05.
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Grafica 3. Comparativo de hemoglobina glucosilada fraccion A1c de las ratas gestantes. Observe
el aumento de mas del doble de la concentracion de esta proteina en el grupo CRD. La diferencia
es significativa entre los grupos. *p<0.05.




6.2. Monitoreo de Crias.

Las crias recién nacidas de ratas sin diabetes (CRC) no presentaron diferencias
significativas de peso corporal con respecto a las crias nacidas de ratas diabéticas
(CRD), aun cuando el periodo gestacional se prolongé 2 dias mas en el grupo
experimental. (PO CRC/CRD = 8.3+1.1/6.7+0.13). Este comportamiento fue similar
en los dias P3 (CRC/CRD =9.66+0.18/8.4+0.69) y P6 (CRC/CRD =12.0+0.01
/11.76+0.58). A partir del dia 9 las crias de madre control presentaron mayor
ganancia de peso corporal en comparacion con las crias de madres diabética
hasta la aplicacion de la prueba conductual realizada el dia P30 (CRC/CRD =
24.711.8/15.3+0.9). Ver Grafica 4.

Peso de las Crias
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Grafica 4. Comparativo de peso entre las crias de ratas diabéticas y controles. Observe la menor
ganancia de peso de las crias que vivieron en un medio ambiente hiperglucémico intrauterino. Hay
diferencias significativas a partir del dia 9 y hasta el dia 30 (n= 24 c/gpo). *p<0.05.




El promedio de valores de glucemia en las crias obtenidas de ratas diabéticas en
los dias P9 y P12 fue mayor en comparacién con el grupo control (CRC
/CRD=110.5+£2.12/287.8£188.33), sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. (Grafica 5). Posteriormente los valores de glucemia
fueron practicamente iguales.
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Grafica 5. Datos de glucemia de las crias de ambos grupos desde el nacimiento hasta el dia P42.
Las crias de ratas diabéticas normalizan sus niveles de glucemia en el dia 12. No existen
diferencias significativas en ningun dia. (n= 24 c/gpo). *p<0.05.




6.3. Resultados de la Prueba conductual LAM.

Durante todas las sesiones de adquisicion de la informacion, las crias de ratas
diabéticas (CRD) presentaron tiempos mas prolongados para llegar a la
plataforma de escape (latencia de escape) en comparacion con las crias de ratas
control (CRC).

Los valores promedio (x desviacion estandar) en cada uno de los 8 puntos de
salida obtenidos durante la prueba fueron los siguientes: 1° cuadrante.
CRC=19.13 (x 2.54), CRD=25.31 (£2.92), 2°cuadrante. CRC= 14.43 (+2.13),
CRD=18.61 (£2.93) 3° cuadrante CRC=6.9 (+ 2.04), CRD=14.23 (+3.23), 4°
cuadrante CRC=9.93 (+ 2.01), CRD=16.2 (£3.02), 5° cuadrante CRC=8.03 (+
1.84), CRD=11.87 (x2.47), 6° cuadrante CRC=8.29 (+2.08), CRD=12.57 (+2.69),
7° cuadrante CRC=7.21 (+ 1.59), CRD=9.02 (+2.5) y 8° cuadrante CRC=7.97 (+
1.89), CRD=13.9 (x2.41). (Grafica 6).
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Grafica 6. Latencia promedio de escape para encontrar la plataforma en cada punto de salida de
salida. Se observan mayores tiempos en el grupo CRD comparado con el grupo CRC. (n= 24
c/gpo). *p<0.05.

Los valores promedio de latencia (x desviacion estandar) durante las 5 sesiones
que durd la prueba conductual fueron los siguientes: 1° dia, CRC=16.50 (t+ 2.5),
CRD=32.29 (+3.87), 2° dia CRC=11.95 (x 1.81), CRD=19.39 (+2.86), 3° dia




CRC=9.52 (+ 1.89), CRD=13.62 (+2.47), 4° dia CRC=7.18 (+ 1.41), CRD=7.92
(£2.18), 5°dia CRC=5.90 (+ 1.34), CRD=6.04 (£1.7). (Grafica 6). los tiempos de
latencia promedio del grupo CRD fueron mayores a los tiempos del grupo CRC
(Grafica 7).
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Gréfica 7. Latencia en los 5 dias de la fase de aprendizaje. Se observa mayor tiempo de latencia
en el grupo CRD comparado con el CRC en los primeros dos dias, que denota alteraciones en el
proceso de adquisicion de la informacion (n= 24 c/gpo). *p<0.05.

6.3.1. Resultados de la fase de Memoria.

Haciendo un promedio del tiempo de estancia en cada cuadrante observamos que
el grupo CRC permaneci6 mas tiempo en cuadrante 4 (cuadrante meta) en
comparacioén con el grupo CRD (Grafica 8).
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Grafica 8.Comparativo del promedio de estancia en cada cuadrante Hay una disminucion
significativa en la estancia en el cuadrante meta (4) del grupo CRD comparado con CRC (n= 24
c/gpo). *p<0.05.

6.4. Estudio morfométrico de cerebro e hipocampo en crias
prepuberes.

Una vez terminada la intervencion conductual en ambos grupos de estudio, el
peso del cerebro fue significativamente mas pequeio en las CRD en relacion a las
CRC (1.51+0.11/ 1.72+0.09) (Grafica 9). No obstante, al medir el tamano de este
organo (ejes longitudinal y transversal), no se encontraron diferencias
significativas (L CRC=14.83 (x0.35) CRD=14.27 (£0.33), T CRC=15.58 (+0.32)
CRD=14.99 (£0.57), (Gréfica 10).




Peso del cerebro de crias 42 PN
*

A
& R

Grafica 9. Peso del cerebro de las crias pre-puberes. Observe que las crias de ratas control (CRC)
mostraron mayor peso cerebral que las crias del grupo diabético (CRD). (n= 24 c/gpo). *p<0.05.
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Gréfica 10. Promedio y desviacion estandar de las longitudes de los ejes longitudinal (L) y
transversal (T) del cerebro de crias de 42 dias de edad de los grupos: Control (CRC) y
Experimental (CRD). (n= 24 c/gpo). P>0.05

Con respecto al tamafo del hipocampo se observé que los ejes longitudinal y
transversal fueron mas pequenos en las CRD en comparacion con las CRC (L
CRC= 4.19 (+0.22) CRD=3.95 (+0.12), T CRC=2.02 (+0.13) CRD=1.91 (+£0.09))
pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (Grafica 11).
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Grafica 11. Promedio y desviacion estandar del tamafo de los ejes longitudinal (L) y transversal (T)
del hipocampo dorsal (Bregma -3.36). CRC y (CRD) (n= 24 c/gpo). P>0.05

6.4.1. Plasticidad neuronal hipocampal en crias prepuberes

Se observo en las CRC que el hipocampo dorsal es una estructura bien delimitada
con la forma caracteristica de “caballito de mar”. En contraste en las CRD los
limites del hipocampo no son precisos (Compare Ay B en Fig. 1). A pesar de esto,
en ambos grupos, fue posible identificar la region CA3 donde se observan grandes
neuronas piramidales con prolongaciones extensas. (Fig. 11).




Figura 11. Fotomicrografia del hipocampo dorsal en el Bregma -3.60 mm de crias prepuberes de
ambos grupos de estudio. A= Cria de rata control y B= Cria de rata diabética. Se observa el giro
dentado (GD), las regiones CA1 y CA3. Se observa menor numero de células piramidales en el
hipocampo de crias de madres diabéticas. Técnica de Golgi rapido. Escala de la barra 100 pm.

Con los objetivos 40x y 100x se logré visualizar de manera ideal a las neuronas
piramidales del area CA3. En ellas fue facil distinguir el soma definido en forma
piramidal, el axén, la dendrita basal (DB) y la dendrita apical (DA) con las zonas
de interés para este trabajo de investigacion: la region proximal (RP-DA) y su

primera ramificacion (1ra R-DA). (Fig. 12). En las CRC se observé la dendrita
basal con numerosas ramificaciones dendriticas; en cambio en las neuronas
piramidales de CRD se observé una arborizacion dendritica escasa (compare
figura 12 A con B).
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Fig. 12 Fotomicrografias de neuronas piramidales de CA3 de hipocampo dorsal de crias P42
obtenidas de ratas sin diabetes (A y C) y de ratas con diabetes (B y D). Se sefala el soma, el
segmento proximal de la dendrita apical (SP-DA) y la primera ramificacion de la dendrita apical (1ra
R-DA). Escala de la barra 25 pm. Técnica de Golgi rapido. Obsérvese la disminucién de
ramificaciones en la arborizacion dendritica basal en las crias de ratas diabéticas comparadas con
los controles. (n=30 para c/gpo).

6.4.2. Resultados del conteo de ED.

En la primera ramificacion de la dendrita apical se apreciaron diferentes tipos de
espinas distribuidas a lo largo de dicha estructura en ambos grupos de estudio. No
obstante en el grupo experimental se ven espacios en la dendrita sin ED y las que
se aprecian son poco definidas en comparacion con las CRC. (Compare figura 13
AC con BD).




Fig. 13. Micrografia que muestra la densidad de ED de la primera ramificacion de la dendrita apical
(1ra R-DA) de neuronas piramidales del CA3. A y C grupo control, C y D grupo experimental. En el
grupos de crias experimentales se aprecia menor densidad de espinas dendriticas comparadas
con las controles L=espina larga, C=espina corta, H=espina hongo, O=otro tipo de espinas. Escala
de la barra 10 um. Técnica de Golgi rapido. Observe en el grupo experimental intacto las espinas
poco definidas.

El estudio morfométrico de ED en esta regidn mostr6 una cantidad
significativamente mayor de dichas estructuras plasticas en las CRC en
comparacion con las CRD (54.55+3.053/42.10+3.034).
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Grafica 12. Densidad de espinas dendriticas (ED) en la primera ramificacion de la dendrita apical
(1ra R-DA). Las crias obtenidas de ratas control (CRC) presentaron mayor densidad de ED
comparado con el grupo experimental (CRD). *P<0.05

Con respecto al segmento proximal de la dendrita apical la cantidad de espinas
fue menor en comparacion a la 1ra R-DA en ambos grupos de estudio. La
densidad de espinas dendriticas en esta regién se muestra en la figura 14 y
grafica 13.

En el grupo control la densidad de espinas dendriticas fue significativamente
menor en comparacién con el grupo experimental (53.55+3.05/40.52+2.22).
p<0.05




Fig.14. Fotomicrografias que muestran la densidad de espinas dendriticas del segmento proximal
de la dendrita apical (SP-DA) de neuronas piramidales de CA3 de crias P42 de ambos grupos de
estudio. A y C: de crias obtenidas de ratas control. B y D: de crias experimentales. Escala de la
barra 25 um. Técnica de Golgi rapido. L=espina larga, C= espina corta, H=espina hongo y O=otro
tipo de espinas.
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Grafica 13. Conteo promedio de espinas de la region proximal (RP) de la dendrita apical de las
neuronas piramidales de CA3. (n=30 para c/gpo). *P<0.05.

La suma total de la densidad total de espinas dendriticas en ambas regiones de
estudio (RP-DA y 1ra R-DA) mostraron significativamente una mayor plasticidad
dendritica en las crias de madres que no cursaron con diabetes durante la
gestacidn, mientras que las crias que estuvieron en un ambiente intrauterino
hiperglucémico presentan una menor cantidad de espinas dendriticas y por tanto
menor plasticidad dendritica. (Grafica 14)
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Gréfica 14. Densidad total promedio de las ED cuantificadas en los 25 ym de las regiones
estudiadas en neuronas piramidales de CA3 del hipocampo dorsal de crias P42 después de la
prueba conductual (n=30 para c/gpo). *P<0.05.

Respecto al tipo de espinas identificadas en las dos regiones de estudio las
espinas largas y hongo fueron las que se cuantificaron mas. En la grafica 15 se
muestra que la densidad de espinas largas fue significativamente mayor en el
grupo control con respecto al experimental con valores de media y desviacion
estandar. 1ra R-DA fue CRC=15.52 (+2.29), CRD=11.05 (x2.50) y en RP fue
CRC=16.04 (+2.28), CRD=11.39 (£1.86) y un valor de p=< 0.05.
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Grafica 15. ED tipo largas. Conteo promedio de ED largas en 25 um en las dos regiones de estudio
(SP-DA y 1raR-DA) (n=30 para c/gpo). * p<0.05.

La densidad del tipo de espinas hongo se muestra en la grafica 16, presentando

un comportamiento igual al del tipo largas, sus valores de media y desviacion
estandar fueron: 1ra R-DA fue CRC=16.30 (+1.80), CRD=11.11 (£1.70) y en RP
CRC=15.33 (+1.36), CRD=10.84 (+1.30) y un valor de P<0.05.
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Grafica 16. Conteo promedio de las ED Hongo regiones de estudio (SP-DA y 1raR-DA). *Existen
diferencias significativas entre los grupos CRC y CRD (n=30 para c/gpo). *p<0.05.




Las espinas cortas (Grafica 17) no aportan resultados significativos. A pesar de
que este tipo de espina fue abundante en ambos grupos de estudio.
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Grafica 17. Conteo promedio de las espinas Cortas de las neuronas piramidales de CA3. No
existen diferencias significativas entre los grupos CRC y CRD (n=30 para c/gpo). p>0.05

Y el ultimo tipo de espinas cuantificado con el criterio de “otras” (grafica 18), fue
practicamente similar en ambos grupos de estudio Los valores de media y

desviacion estandar para el grupo CRC con respecto al grupo CRD fue de: 1ra R-
DA fue CRC=10.66 (+1.75), CRD=8.79 (+1.81) y en RP CRC=10.22 (+2.12)

CRD=7.42 (+1.46), en este tipo de espinas no se obtuvo diferencias
estadisticamente significativas.
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Grafica 18. Conteo promedio de otras espina de las neuronas piramidales de CA3. No existen
diferencias significativas entre los grupos CRC y CRD. p>0.05




7. Discusion.

El incremento en las discapacidades cognitivas y las conductas aberrantes de los
niRos y jovenes correlaciona con una mayor prevalencia de diabetes materna a
nivel mundial. Por razones éticas y para lograr conocer los mecanismos celulares
que estan implicados, en el presente trabajo utilizamos un modelo de diabetes
quimica inducida experimentalmente en la rata mediante la inyeccién ip de STZ,
con la finalidad de conocer la influencia de la diabetes materna en el desarrollo
intrauterino y su efecto en las caracteristicas morfo-funcionales del hipocampo.

Esta es la primera evidencia que correlaciona el desempeio neurocognitivo
mediante la prueba conductual de Laberinto acuatico de Morris con la plasticidad
neuronal en crias prepuberes obtenidas de ratas diabéticas. Aportando asi,
informacion para resolver la controversia sobre los efectos de la DM durante el
embarazo en el aprendizaje y memoria de su descendencia.

El monitoreo de peso corporal a ratas gestantes fue similar en ambos grupos
(Grafica 1), asi como el tamafo de la camada obtenida, lo que pudiera
relacionarse a que cuando se inyectd a las ratas gestantes ya habia ocurrido el
proceso de implantacién y que el proceso de organogénesis no fue alterado®.
Estos resultados no concuerdan con lo reportado por Kiss y colaboradores en

2009° quienes sefialan una menor ganancia de peso corporal en el grupo de ratas
con diabetes inducida (RD), pero los investigadores no consideraron que un
menor numero de crias obtenidas repercuta en el peso corporal de las ratas
gestantes.

Por otra parte, la cuantificacién de la hiperglucemia registrada durante y al final del
embarazo en las RD, confirm6 el efecto diabetogénico eficaz que tiene la
estreptozotocina para provocar altas concentraciones de este metabolito en
sangre y ademas que se mantuviera en valores mayores a 200 mg/dl durante toda
la gestacion (ver Grafica 2). Esta condicidon materna inducida, permitié analizar el
efecto que provoca este medio ambiente hiperglucémico sobre el desarrollo del
SNC, especificamente en hipocampo. Haghir®' y Hami®® también encontraron
resultados similares a los nuestros y se extrapolan a lo encontrado por Plagemann
y cols.”® en el humano quienes establecen que los hijos de madres diabéticas
presentan niveles de glucosa elevados debido a que hay una menor secrecién de
insulina de las crias, en otros casos se observa una importante resistencia a la
insulina. En este exceso en la producciéon de insulina conlleva a episodios
periddicos de hipoglucemia fetal, que puede suponer un dano irreversible para el
cerebro.




Aunado a esto, las altas concentraciones de hemoglobina glucosilada fraccion
A1c, de casi el doble comparado con las RC confirmaron la condicion diabética en
el grupo de RD. (Ver grafica 3). Como es bien conocido este parametro es
indicativo de la presencia de hiperglucemia durante toda la gestacion debido a que
las concentraciones de glucemia fueron directamente proporcionales a la cantidad
de hemoglobina enlazada con la glucosa. Dado que la vida promedio de los
eritrocitos es de 120 dias, se puede evaluar el rango de control glucémico en un
periodo largo previo. Existen reportes que sefalan a esta proteina de importancia
en el seguimiento de la gestante diabética ya que sus valores elevados durante el
embarazo, provocado por una hiperglucemia no controlada, estan asociados con
defectos en el neurodesarrollo en los hijos™.

Es importante sefalar que en el grupo experimental, el parto se postergé dos dias
mas, es decir, las crias nacieron en el dia 23 de la gestacion (23dg) en
comparacion con las ratas del grupo control que parieron el 21dg. Este evento se
relaciond con las caracteristicas morfologicas externas de las crias recién nacidas
que aunque presentaron practicamente el mismo peso corporal al nacer (grafica
4), las crias de madre diabética no estaban totalmente desarrolladas, se aprecio
un retraso en el desarrollo de los parpados y pabellén auricular; en cambio las
CRC presentaron morfologia caracteristica propia de un roedor con la maxila
prominente. Este acontecimiento se ha relacionado a una desregulacion
cronoldgica en diferentes eventos celulares durante el desarrollo embrio/fetal
provocada por hiperglucemia materna®*""

Las concentraciones elevadas de glucemia en las CRD antes del destete fueron
proporcionales a las concentraciones de glucemia de sus progenitoras (comparar
graficas 2 y 5). Los niveles de glucemia por encima de los valores normales se
debieron a la alimentacién impartida por la madre, pues la hiperglucemia
manifestada en ellas a través de la leche materna, se trasladé también en las
crias. Pero una vez que se destetaron las concentraciones de este carbohidrato
fueron muy similares a las CRC.

Respecto al monitoreo de peso de ambos grupos de estudio, las CRD presentaron
menores valores de peso con respecto a las CRC (Grafica 4), lo que también se
relaciona con los valores de glucemia materna. Bell y colaboradores’?, refieren
que la frecuencia de variacion de peso en los HMD parece estar directamente
relacionada con la severidad de la hiperglucemia materna, es decir, a mayores
niveles de glucemia, mayores defectos o problemas presentaran los hijos.

A diferencia de lo que sucede con los hijos de madres diabéticas que presentan
50% de productos macrosémicos, 30% son de bajo peso al nacer y el 20 % de
peso normal, en nuestro modelo de diabetes inducida encontramos el mismo




peso al nacer y conforme avanzo el periodo posnatal fueron perdiendo peso (ver
grafica 4). Probablemente factores epigenéticos, como la diabetes durante el
desarrollo intrauterino, en periodos perinatales, repercuten en el crecimiento
corporal y provoque defectos neuronales en areas cerebrales vulnerables como la
neocorteza o el hipocampo, produciendo trastornos que van desde la alteracion
del ciclo celular hasta dafos en la integracion funcional a lo largo de todo el
periodo de vida que podrian mejorarse con la propuesta de novedosas estrategias
terapéuticas

Asimismo debido a que se sabe que el grado de maduracion del SNC en la rata de
42 dias corresponde a un individuo prepuber’®, etapa en la que la que los
procesos de mielinizacién, macroneurogénesis, gliogénesis y microneurogenesis
han acontecido con mayor preponderancia, es posible a partir de los hallazgos en
rata hacer inferencias en los adolescentes de esta edad.

Los sujetos de estudio que fueron sometidos a la prueba conductual de Laberinto
acuatico de Morris, codificaron, almacenaron y recuperaron informacién acerca las
pistas visuales que se les colocaron espacialmente en el cuarto de estudios
conductuales, lo que les permitié construir sus mapas cognitivos’®. Con lo anterior
se logré evaluar alteraciones en la consolidacion de la memoria espacial de la
progenie de ratas diabéticas con respecto a las crias de ratas no diabéticas.
Ademas en esta prueba se valoré la memoria de referencia ya que la plataforma
permanecio en el mismo lugar durante los ensayos consecutivos.

La hiperglucemia intrauterina alteré la fase de adquisicidon o aprendizaje en las
CRD porque presentaron latencias de escape prolongadas con respecto a las
CRC quienes llegaron en un tiempo menor al cuadrante meta a largo de las
sesiones, es decir a la progenie obtenida de ratas diabéticas se les dificultd
construir su mapas mentales los primeros dias de ensayo, aprendiendo hasta la
tercer sesion (grafica6y 7).

La ultima prueba de retencidon o ensayo de investigacion sin plataforma durante
11.94 segundos confirmé el dafio provocado por esta condicion materna sobre la
memoria espacial y de referencia (grafica 8). Al dejar pasar los 7 dias de la etapa
de consolidacion sin manipulacion adicional, las mediciones de estancia en cada
cuadrante muestran la menor capacidad de retencién de informaciéon de CRD,
pues los tiempos de estancia al cuadrante meta son menores en comparacion con
las crias controles, esto se explica en la grafica 8. Estos datos se traducen a que
CRC recuerdan en mayor medida la tarea espacial ensefiada en la fase de
adquisicién, es decir que la memoria conformada por las crias CRC en la fase de
adquisicion es mayor en comparacion con las crias CRD.




En el caso de los nifilos de madres diabéticas es de esperar que este tipo de
deficiencias no les permita formar mapas cognitivos dependientes de hipocampo
lo que les provoca dificultades en el aprendizaje y memoria, ya que incluso a
temprana edad tienen problemas para mantener la atencion en tareas o juegos
que en la etapa escolar se acentua mas y provoca mayores costos al contratar
profesionales de educacién especial para atender a estos nifios.

Nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por Delascio y sus
colaboradores* quienes concluyen que los grupos experimental y control no
tuvieron diferencias en los tiempos de latencia de escape. Sin embargo, su disefio
experimental varia con respecto al nuestro ya que utilizaron diferente cepa de rata
(Wistar vs Spague Dawley) y la edad de aplicacion fue a los 60 dias posnatales.
Lo anterior nos cuestiona si este dafio en los procesos de memoria y aprendizaje
se compensan en etapas posteriores a los 30 dias.

Haider reporté en 2012 una menor adquisicién y retencidn en las ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina evaluadas en LAM, en comparacion con las crias
de ratas sin induccion, tanto en la fase de adquisicion con latencias de escape
(55% de deterioro), como en la fase de memoria (40% de deterioro)®? Ademas de
lo anterior mencionado, un estudio realizado por Kuang en 2014, menciona las
deficiencias en el LAM en las crias de rata debido a una dieta alta en sacarosa
comparado con crias de rata con dieta normal, encontrando menores capacidades

de aprendizaje y memoria debido al incremento en la ingesta de este
carbohidrato,”® que es equivalente con la presente tesis pues esta ingesta de
sacarosa generé un aumento de glucemia en la rata gestante ocasionando los
déficits de aprendizaje y memoria en la progenie puesta a prueba en LAM.

Hay que resaltar que el LAM es una prueba robusta utilizada para evaluar déficits
de memoria mediante el registro de latencias (tiempo) para llegar a la plataforma,
pero un reciente articulo de Singh y colaboradores, publicado a finales de 2015
reporta que la latencia no es del todo eficiente para medir alteraciones en el
aprendizaje y la memoria. Estos investigadores proponen el método de
dimensiones fractales (fractal dimensions) que aseguran una relacion mas
estrecha entre los efectos de los déficit de memoria sobre el hipocampo y la terea
espacial impartida al sujeto experimental. Aclarando que esta prueba no sustituye
ni sepulta la latencia de escape, pero es un mejor parametro para evaluar la
relaciéon del dafio al hipocampo con los déficits en la memoria.*’Es importante
destacar que no se usO esta metodologia debido a su fecha reciente de
publicacién y que utiliza aparatos, instrumentos y software especializado, lo que
limita su uso a ciertas areas con solvencia econémica. No obstante lo anterior,
hasta el dia de hoy las pruebas conductuales son una metodologia accesible y
eficiente para evaluar procesos cognitivos si se controlan de forma cabal las




variables implicadas a los modelos in vivo, pues un organismo vivo presenta
multiples variables intrinsecas.

La DM inducida no solo afect6 a la madre durante el periodo gestacional, sino que
también implicé alteraciones del desarrollo cerebral en la descendencia de 42 dias
posnatales. Aunque el tamafo del cerebro fue practicamente el mismo (Grafica
10), las CRD que se desarrollaron en un ambiente hiperglucémico mostraron
menor peso cerebral (Grafica 9) y menor densidad celular hipocampal en
comparacion con aquellos que se desarrollaron en un ambiente normoglucémico
(Fig. 11). Estos resultados coinciden con lo encontrado por Fahrenkrog y cols™,
quienes reportan una disminucion en el volumen del cerebro en crias P21 de
madres diabéticas; asi mismo Yamano y cols en 19867° encontraron una
disminucién en el peso del cerebro en crias de rata P1, P30 y P70.

Por otra parte el hipocampo en ambos grupos de estudio, fue practicamente
similar (grafica 11) y aunque no cuantificamos la densidad celular por la técnica de
impregnacion argéntica que se utilizd para evaluar la plasticidad neuronal,
estudios previos realizados en el laboratorio de Biologia del desarrollo han
evidenciado menor densidad celular hipocampal en CRD en comparacion con las
CRC®%; datos que coincide con lo publicado por Lotfi y cols® en 2016 quienes
evidenciaron en el hipocampo menor densidad celular en crias PO, P7 y P14
considerando a la apoptosis como el evento celular preponderante.

Las crias CRC presentaron una mayor estimulacion sinaptica, debido a la mayor
cantidad de ED presentes en comparacién con las CRD (Grafica 14), pues se ha
reportado que mientras mayor cantidad de espinas existan hay mayor cantidad de
sitios para realizar la sinapsis de tipo excitadora en el hipocampo, captando y
procesando con mayor eficiencia la informacién espacial ambiental compilada por
los sentidos mediante el circuito tri-sinaptico lo que tendria como resultado un
mapeo espacial general almacenado disponible mas completo, logrando menores
tiempos de latencia en la fase de adquisicion y mayores tiempos de estancia en
cuadrante meta en la etapa de memoria al momento de comparar los grupos,
asegurandonos la existencia de dafno a nivel del hipocampo provocado por la
hiperglucemia inducida a la rata gestante53.

Los datos de la densidad de espinas (DE) por zona de las neuronas piramidales
entre los grupos (Gréafica 12 y 13) mostraron que el estado hiperglucémico
materno provoco alteraciones plasticas evidenciandose un menor numero de
espinas dendriticas totales (Grafica 14). De esta manera las alteraciones
funcionales que encontramos durante la prueba conductual de LAM se tradujeron
en alteraciones la plasticidad neuronal anatdémica, es decir, provocé cambios en la
estructura, la distribucién y el numero de sinapsis. Diversos cambios en la




estructura sinaptica en diferentes estructuras cerebrales han sido descritos como
correlato de diversos aprendizajes y posteriormente de la formacion de la
memoria’’. Algunos de los cambios estructurales que resultan de diversas
experiencias y de la actividad neuronal son: modificacién del tamafo de la
densidad postsinaptica, cambios en el numero y el tipo de espinas dendriticas,
cambios en la densidad de botones presinapticos, entre otros’® 7°,

Nuestros datos concuerdan con lo reportado por Ornoy en 2001% quien sefala

que los HMD en edad escolar presentan deficiencias en funciones motoras finas, y
en marcadores cognitivos, y con Van der Zee en 2015%, quien sefala que una
disminucion en la densidad de espinas dendriticas esta correlacionada con una
menor capacidad de aprendizaje y memoria.

Probablemente la diversidad de resultados en el ambito clinico respecto a este
tema es que falta involucrar el nivel socioecondmico de los participantes del
estudio. Nomura en el 2012 indica que un bajo nivel socioeconémico incrementa
el riesgo, es decir, que estos nifios expuestos a DMG presentan Cl bajo y pobres
habilidades de lenguaje. Por su parte Fraser en 2012%* menciona que hay una
correlacion negativa entre la DMG y el Cl de los hijos provocando que obtuvieran
menores puntajes comparados con hijos de madres sin diabetes. Ambos autores
nos indican que hay una relacion negativa dosis-respuesta entre la hiperglucemia
y el Cl.

Al hacer la distincion morfoldégica de las ED en las dos areas estudiadas del
hipocampo dorsal se logré observar que ambos grupos de crias mostraron
modificaciones diferenciales en los tipos de espinas. Las ED largas (Grafica 15) y
de hongo (grafica 16) arrojaron una menor cantidad en el grupo CRD comparado
con CRC. Estas espinas dendriticas estan vinculadas estrechamente con la
memoria y el aprendizaje respectivamente a su grado de maduracion. Las espinas
hongo tienen una mayor eficiencia sinaptica ya que existe una correlacién positiva
entre el tamafo de la cabeza y el tamafio de la densidad posinaptica (PSD), asi
como con el numero de vesiculas en la presinapsis®'.El aprendizaje provoco
aumentos en el tipo de espina en forma de hongo y largas en el SP-DA y en la 1ra
R-DA. Se ha documentado que el aprendizaje es el estimulo iniciador para la
formacion y estabilizacion de la espina y llevado a cabo por cascadas de
sefalizacién de actina®. En cuanto a las espinas de tipo corta (Grafica 17) y otras
(Grafica 18) no se encontraron resultados significativos.

Estos resultados permiten inferir que la diabetes durante el embarazo alteré la
capacidad de memoria de su descendencia, pues la deficiencia provocada en la
integridad del hipocampo dorsal no permitié la consolidacion de la informacion. A
este respecto, sugieren que esta situacion se da por la adicion de mas receptores




glutamatérgicos debido a las sefales retrogradas, que consolidan y almacenan la
informacion adquirida, mientras que las espinas cortas infiernen una pérdida de
informacion?.

Este comportamiento también se ha observado en la etapa en modelos
experimentales adultos diabéticos. Taylor en 2015° encontrd que las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de CA1 se ven afectadas en ratones
inducidos con STZ, mostrado en la menor capacidad de aprendizaje confirmado
por latencias de escape mayores y promedio de estancia en el cuadrante meta
menores en el laberinto acuatico comparado con ratones no inducidos.

La limitada informacion que relaciona a la DMG con los déficits de aprendizaje y
memoria y la disminucion de espinas dendriticas compromete a continuar con las
investigaciones para generar mayores antecedentes y para sugerir mejores
estrategias para hacer frente a la diabetes durante la gestacién y disminuir las
afecciones que causa esta enfermedad en el déficit cognitivo de la progenie.




8. Conclusiones.

El menor peso cerebral de crias prepuberes obtenidas de ratas
diabéticas, las alteraciones en el patron de maduracion dendritico, la
menor espinogénesis de las neuronas piramidales de CA3 del
hipocampo dorsal y su correlacion con las alteraciones en el
aprendizaje espacial sugieren un efecto deletéreo de la hiperglucemia
materna en el neurodesarrollo prenatal que se reflejo6 en la etapa
postnatal.

Los resultados observados con este modelo biolégico sugieren que las
deficiencias cognitivas observadas en los hijos de madres diabéticas,
pueden estar relacionadas con la dificultad para formar mapas
cognitivos dependientes de hipocampo que afectan sus procesos
neurocognitivos.




9. Anexos.
Anexo 1. Soluciones
1.1. Azul de toluidina.

Azul de toluidina 0.5¢g
Tetraborato de sodio 0.49g
Agua destilada 100mL

Disolver el tetraborato de sodio en agua caliente y agregar el colorante azul de toluidina.
Dejar enfriar y filtrar. Guardar en un recipiente ambar en refrigeracion.

1.2. Estreptozotocina.

Buffer de acetato de sodio 0.1M pH 4.3.

Agua desionizada 10mL
Acetato de sodio 0.1361 g
Acido acético Cbp llegar a pH 4.3

Preparacion: Se agrega el acetato de sodio al agua, se ajusta el pH a 4.3 para mantener
la actividad de la STZ y se enfria a 4°C.

Solucién de STZ 50 mag/dL.

Buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 4.3
STZ
Preparacion: Mezclar, realizar alicuotas de 1mL y congelarlas.

1.3. Portaobjetos con gelatina

Gelatina para laminillas.

Agua destilada

Gelatina nutritiva (marca
Fulkabiochemika. Catalogo 70151)

Sulfato de cromo y  potasio
(KCr(S204)4) (marca Fisher Chemicals
catalogo C337)




Preparacion.

» Calentar y mantener la temperatura del agua destilada a mas de 50 °C en un
matraz de 500 mL o 1L con un agitador magnético.

» Agregar la gelatina.
Agregar el KCr(S,0,)4.

Filtrar con papel filtro.

Tratamiento de portaobjetos.

Colocar lo portaobjetos en canastillas.

Lavar en acetonas durante 3 min.

Enjuagar en agua corriente de 2 a 3 min.

Enjuagar en agua destilada dos veces por 30s cada uno.
Sumergirlos en gelatina durante 2 min.

Secar en horno a 57-100°C.

Guardarlos en una caja y anotar la fecha de elaboracion.




Anexo 2. Bitacoras.

2.1. Bitacora materna.

No de rata

Fecha Peso Inicio de | Dias de

de (g) Tx gesta
pesado

Glucemia
mg/dL

Observaciones

2.2. Bitacorade crias.

No No Grupo | Fecha
Rata caja Nac




2.3. Formato LAM.

2.4, Formato sacrificio 42P

Fecha de nacimiento
Fecha de Sacrificio
No materno

Grupo

No cria Peso (g) | Glucemia | Cerebro Talla (cm) Género
(mg/dL) | peso |L
(8) (mm)




2.5. Formato de espinas dendriticas.

Grupo
Neurona Regién Primera
Proximal Ramificacion
H H

L L
C C
0 0
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