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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM), es una patologia caracterizada por hiperglucemia,
resultante de la disminucion de la secrecion de insulina, la pérdida de la accién de
ésta, 0 ambas; por lo cual a menudo se define como un sindrome. En el desarrollo de
la DM, estén involucrados muchos procesos patolégicos, que van desde la destruccion
autoinmune de las células 3 del pancreas y la posterior deficiencia de insulina, hasta
anomalias tisulares y subcelulares que provocan la resistencia a la accion de esta
hormona. La asociacion de DM franca o pregestacional con el embarazo se asocia con
aumento del riesgo de trastornos del crecimiento y malformaciones congénitas en la
descendencia, con una prevalencia de entre el 8% y 10%. Al parecer, esto es debido a
gque aumenta el estrés oxidativo, hay disminucion de la defensa antioxidante o ambas
condiciones simultdneamente. Otros procesos que se alteran incluyen los patrones de
muerte celular embrionaria (apoptosis) durante y antes de la organogénesis. Para
revertir estos dafios causados por la DM materna, se han empleado en investigacion
poderosos antioxidantes entre los que se encuentran las poliaminas, que son
moléculas alifaticas nitrogenadas de bajo peso molecular, las mas estudiadas son
putrescina, espermina y espermidina. Estas pueden modular la conformacion de
diversos genes, y regular su expresion, la transduccién de sefiales y la funcién de
canales ionicos, asi como la sintesis de Acido desoxirribonucleico (DNA) y proteinas
mediante la union a DNA y RNA; son depuradores enddgenos de Especies Reactivas
de Oxigeno (ERQO’s), por lo cual pueden proteger al DNA, las proteinas y los lipidos del
dafo oxidativo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de las
poliaminas sobre la expresién del gen SOX 2 en embriones de rata cultivados a altas
concentraciones de glucosa. Para estudiar la expresion del gen SOX 2, se cultivaron
embriones de rata de dia 10.5 gestacional, en cuatro condiciones: medio normal
(control), medio suplementado con glucosa, medio suplementado con glucosa y
espermina y medio suplementado con glucosa y espermidina, a por 24 h a 37°, en un
aparato rotatorio a 30 rpm. Los embriones postcultivo se recuperaron, para obtener el
registro morfolégico como indicador de desarrollo, se obtuvieron DNA y RNA para el
andlisis de la presencia de SOX2 y se realiz6 PCR convencional. Se encontré que el
mayor porcentaje de malformaciones se encuentra en el grupo cultivo de glucosa,
mientras que en los cultivos suplementados por poliaminas se revirtieron a un 95% las
malformaciones. En cuanto a la presencia del gen, no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos tratamiento, pero se observa una gran diferencia contra

el grupo glucosa disminucién significativa en el nivel de expresion del gen.



1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de alteraciones metabdlicas que, como sintoma
principal, presentan hiperglucemia y que, la gran mayoria de los casos, presentan, una
serie de complicaciones tanto micro como macro vasculares y sistémicas (Ayala et al.,
2002). La DM es una enfermedad crénica y compleja en la cual se requiere
medicacién continua y diversas estrategias provistas por varios especialistas para
reducir el riesgo, ademas de un estricto control glicémico. La DM se entiende como
una alteracion del metabolismo en el que participan muchos sistemas fisiol6gicos,
ademas del encargado del metabolismo de la glucosa; se caracteriza por ser una
anomalia en la cual el cuerpo no puede regular la cantidad de este carbohidrato en la
sangre (American Diabetes Association, 2010; International Diabetes Federation,
2021, Organizacion Mundial de la Salud, 2016).

Los principales sintomas de la diabetes mellitus incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de
peso, polifagia, vision borrosa, y bajo un mayor deterioro, cetoacidosis; la
susceptibilidad a algunas infecciones también suele presentarse en pacientes con DM
(American Diabetes Association, 2010; International Diabetes Federation, 2021,

Organizacién Mundial de la Salud, 2016).

Las consecuencias fisiopatolégicas de la DM son resultantes de una serie de
alteraciones producidas en los mecanismos de regulacién en sangre. Por un lado, la
resistencia a la insulina causa un incremento en la produccién de glucosa en el higado
y disminuye la capacidad de almacenamiento en forma de glucdégeno, asi como su
utilizacion en el tejido muscular; por otra parte la disfuncion de las células beta reduce
la produccion de insulina y una consecuente desregulacion de los mecanismos

regulatorios de la glucosa (Maida et al., 2022).

La DM en adultos puede ser un proceso llevado a cabo durante afios, muchos de los
pacientes muestran también un aumento en las concentraciones séricas de colesterol,
triglicéridos y acido Urico; y posteriormente puede aparecer también hipertensiéon
arterial. Cuando se presentan en conjunto estas alteraciones (diabetes, obesidad e
hipertension), se le conoce a esta asociacion como “sindrome metabdlico”, que puede
provocar diversas complicaciones (Shamah-Levy et al., 2020). La fisiopatologia de la

DM se esquematiza en la fig. 1.
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Si no se sigue algun tratamiento, la diabetes o hiperglucemia puede causar
complicaciones microvasculares como nefropatia, retinopatia, neuropatia, entre otras;
ademas de macrovasculares como enfermedades cardiacas, enfermedades arteriales
periféricas, y enfermedades cerebrovasculares; el riesgo de aparicibn de estas
complicaciones aumentan conforme el desarrollo de la enfermedad, asi como el
tiempo que se padece esta enfermedad (Golden y Sapir, 2012; Shamah-Levy et al.,
2020)

En México, la DM esta considerada como un problema de salud publica, puesto que
tiene una alta prevalencia e incidencia en la poblacion. Tan solo en la poblacién adulta
mayor a los 20 afios se presenta en el 14.4% de la poblacién, y posterior a los 50
afos, el 30% de este sector poblacional presenta este padecimiento a nivel nacional
(Shamah-Levy et al., 2020). Esto es un grave problema de salud publica, puesto que
conlleva un enorme gasto econdémico y humano. Se tiene registro que en Estados
Unidos los costos atribuibles a esta enfermedad (tratamientos, atencion hospitalaria,
gasto de personal, etc.) ascendia a los 245 mil millones de délares tan solo en el 2012
(Gonzalez-Villalpando et al., 2014).

ESQUEMA RESUMEN DE LA FISIOPATOLOGIA
DE LA DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus
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Figura 1. Esquema de la fisiologia de la diabetes mellitus. Tomado de Restrepo
(1992).
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11 Clasificacion de la Diabetes

La American Diabetes Association (ADA) en el afio 2010 reformulé la clasificacion de
diabetes de la siguiente manera, que aun continua vigente (American Diabetes
Asociation, 2023):

Diabetes mellitus tipo 1. Esta forma, anteriormente llamada “diabetes

dependiente de insulina” o “diabetes de inicio juvenil”, representa 5 a 10% de la
diabetes a nivel mundial, en la mayoria de los casos se debe a la destruccion
autoinmune de las células  pancreaticas. La diabetes tipo 1 se caracteriza por
la presencia de 2 o mas marcadores autoinmunes; la velocidad de degradacion
de células beta pancreaticas varia de persona a persona, siendo la
degradacién mas rapida en nifios y adolescentes y la mas lenta en adultos.
Una de las primeras manifestaciones de este tipo de diabetes en nifios es la
cetoacidosis, al principio se presenta en ayunas, y con la evolucion de la
enfermedad o con factores externos como el estrés, puede aumentar y
presentarse en otros estados que no sea en ayunas; en cambio en adultos, la
cetoacidosis puede no estar presente puesto que al acumular gran cantidad de
células beta pancreaticas, esta condicion puede pasar desapercibida a lo largo
de la vida. Por lo general, los pacientes con esta forma de diabetes son

delgados

Diabetes mellitus de tipo 2. Esta forma de diabetes también se le conocié como

no insulinodependiente o diabetes adulta. Presenta una ocurrencia del 90 al
95% de los casos de diabetes a nivel mundial, este tipo engloba a los casos
gue presentan una relativa resistencia a la insulina en lugar de una resistencia
absoluta, y muy seguido este tipo de pacientes puede no necesitar de un
tratamiento a lo largo de su vida. Existen diversas causas para la aparicion de
este tipo de diabetes, aunque la destruccion de las células beta pancreaticas
no es una de ellas. Por lo general los pacientes de este grupo tienden a la
obesidad o sobrepeso. Estos pacientes pueden tener niveles de insulina
normales o ligeramente elevados; sin embargo, la secrecion de la insulina es
defectuosa e insuficiente para regular los niveles anormales para la resistencia
a la insulina, cabe destacar que se ha visto una notable mejora en pacientes
con dieta y ejercicio. A nivel celular e intracelular puede haber incapacidad para
reconocer a la insulina por parte del receptor, o incapacidad de éste para

evocar los mecanismos moleculares de respuesta.



Diabetes mellitus gestacional (GDM, por sus siglas en inglés) Anteriormente se

diagnosticaba dentro de éste grupo a toda mujer gestante que presentaba
sindrome metabdlico o intolerancia a la glucosa de cualquier tipo. Sin embargo
actualmente se ha hecho una reestructuracion para la clasificacion, puesto que
por la dificultad de diagndstico, las mujeres gestantes con diabetes tipo 2
previa, no mostraban sintomas hasta bien entrada la gestacién, siendo que
ademads, por ser un estado de alta volemia, la mujer gestante puede presentar
sintomas de diabetes o resistencia a la insulina durante el embarazo sin haber
tenido la enfermedad previamente, por lo que la ADA (American Diabetes
Asociation), ha clasificado como GDM el padecimiento de cualquier mujer
gestante entre 24 y 28 semanas de gestacion, que previamente no haya sido
detectada con alguna resistencia a la insulina o DM. Al igual que la DM tipo 1,
este tipo de DM es indicativo de destruccion de células beta pancreéaticas
subyacentes, por lo que la madre gestante tiene altas probabilidades de
desarrollar DM de cualquier tipo posterior al embarazo, generalmente (pero no

siempre) DM tipo 2.

Tipos _especificos de diabetes debido a otras causas, por ejemplo, sindromes

de diabetes monogénica (como diabetes neonatal y diabetes de inicio en la
madurez [MODY]), enfermedades del pancreas exocrino (como fibrosis quistica
y pancreatitis) y diabetes inducida por sustancias quimicas (como con el uso de
glucocorticoides, en el tratamiento del VIH/SIDA o después de un trasplante de

organos).

Cuando una mujer con diabetes mellitus de tipo 1 o 2 en edad reproductiva se
embaraza, la coexistencia de la diabetes mellitus pregestacional o franca, con el
embarazo, es causa de muchos defectos del desarrollo, lo que se conoce desde hace
cerca de 30 afios como “embriopatia diabética” (Baker y Piddington, 1993). Una de las
complicaciones mas notoria es la aparicion de malformaciones congénitas en los fetos
o neonatos (Chappell et al., 2009). Esta condicion aumenta significativamente el riesgo
de anomalias estructurales, siendo los defectos de tubo neural y los defectos
cardiovasculares las méas importantes (Correa et al., 2008) pues llegan a ser

incompatibles con la vida.

1.2 Datos epidemioldgicos
La Federacién Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) estima que el

afio 2021 habia 537 millones de personas con este padecimiento a nivel mundial, y
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para el afio 2045, la poblacion mundial afectada con diabetes ascendera a 783
millones de personas. En nuestro pais, de acuerdo con este mismo organismo, en
2021 habia 14.1 millones de personas y en 2045 seran 21.2 millones (International
Diabetes Federation, 2021). Esta cifra aumenta considerablemente afio tras afio, lo
qgue trae consigo un incremento en los factores de riesgo asociados como el
sobrepeso, obesidad entre otros, siendo los méas afectados las poblaciones

vulnerables como adultos mayores como mujeres embarazadas.

La diabetes es un problema que va en aumento, por lo que de manera proporcional,
aumenta también el ndmero de mujeres en edad reproductiva (18-44 afios) con
diagnéstico de diabetes (Xu et al., 2019). En 2015, se estimaban en el mundo cerca de
60 de mujeres con diabetes mellitus, y es posible que este nimero aumente de
manera exponencial entre 2025-2030 (Gabbay-Benziv et al.,, 2015). Pese a los
esfuerzos clinicos de mejorar el control glicémico durante el embarazo diabético, la
frecuencia de alteraciones del desarrollo es muy elevado en estudios de gestacion
diabética, tanto de tipo 1 como de tipo 2 con respecto a la poblacién abierta (Dunne et
al., 2003; Knight et al., 2012; Vinceti et al., 2014).

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), los paises con mayor
numero de pacientes diabéticos son en este orden: China, India, Pakistan, Estados
Unidos, Indonesia, Brasil y México (International Diabetes Federation, 2021). Esta
enfermedad es considerada como la epidemia del siglo XXI, y se estima que la
esperanza de vida de los individuos con diabetes se reduce entre 5 y 10 afios. En
México, las estadisticas mas recientes indican un aumento en mortalidad por este
padecimiento del 77% durante las Ultimas tres décadas, y que durante la contingencia
sanitaria por COVID-19, hubo un aumento de 41.6% con respecto a afios anteriores
(Bello-Chavolla et al., 2022).

1.3 Diabetes en el embarazo

Uno de los grupos poblacionales mas vulnerable es la poblacion de mujeres gestantes,
en este grupo la DM es considerada como la patologia metabdlica mas comun durante
la gestacion; se presenta aproximadamente en el 5% de los embarazos. De estas
pacientes, el 90% presentan diabetes mellitus gestacional (DMG), es decir, son
mujeres con predisposicion genética o metabdlica a la diabetes, incapaces de
compensar adecuadamente los efectos diabetogénicos del embarazo, en las cuales se

presenta hiperglicemia y otras manifestaciones en el ultimo trimestre. El 10% restante
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esta conformado por mujeres con diabetes ya diagnosticada antes del embarazo
(DM1, DM2 y otros tipos) y se denomina diabetes franca o pregestacional (Restrepo,
2000).

El antecedente de DM1 6 DM2 resulta de suma importancia, debido a que el
descontrol glucémico que a menudo se observa en estas mujeres juega un papel
determinante en las complicaciones que se presentan desde el momento mismo de la
concepcién y durante todo el embarazo, ya que por lo general desemboca en aborto,
preeclamsia, polihidramnios (aumento de la cantidad de liquido amniético), defectos
congénitos, nacimientos pretérmino e incluso muerte materna, que aun en los mejores
centros de atencion es todavia diez veces mas frecuente que en la poblacion abierta
(Danglot-Banck & Gémez-Gomez, 2004). A estas situaciones se les ha agrupado con
el término “embriopatia diabética” (Baker & Piddington, 1993), y se considera una
complicacién de la diabetes mellitus junto con la neuropatia, cardiopatia, nefropatia y

otras, y no una complicacién del embarazo.

Desde los inicios del siglo pasado se ha conaocido el potencial teratbgeno de la DM en
humanos; y la disponibilidad clinica de la insulina hace aproximadamente cien afios,
ha ayudado a que el desarrollo de los fetos progresivamente haya mejorado al punto
de casi igualar a los fetos con un desarrollo sin complicacién por la DM. Este ha sido
un tratamiento adecuado, no obstante, con la expansién epidémica de la diabetes
tanto en paises desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo, aunado al
incremento de la edad gestacional a la concepcién debido a la constante
industrializacion del mundo, se ha disparado el impacto de las consecuencias
teratogénicas de la DM durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, aunque se
tienen estrategias para la atenciébn médica de mujeres diabéticas embarazadas, cerca
de dos terceras partes de los embarazos en madres con DM franca, no son planeados
y muchos de ellos son detectados después de las primeras semanas de ida, una
situacion que pone a prueba cualquier aproximacion basada en la informacion

(Castori, 2013) y que ciertamente evita una accioén temprana sobre estos casos.

En el 2009 un estudio sobre Hiperglucemia y Resultados Adversos del Embarazo (o
HAPO por sus siglas en inglés) reunié una cohorte multinacional a gran escala, y
aclard los varios riesgos y los resultados adversos asociados a la hiperglucemia,
encontrando que la hiperglucemia materna incrementa significativamente de partos
pretérmino (prematuros), necesidad de parto por cesarea, infantes con edad

gestacional avanzada (mayor a las 42 semanas de gestacion), necesidad de cuidados
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intensivos (para el neonato), hipoglucemia neonatal e hiperbilirrubinemia; de igual
manera algunos riesgos obstétricos asociados a la DM fueron hipertension inducida en
el embarazo, macrosomia y malformaciones congénitas (HAPO Cooperative Research
Group, 2009).

El espectro de malformaciones atribuidas al embarazo con DM es amplio, diversos
problemas estadn asociados con el desenvolvimiento de la mayoria de las partes del
cuerpo, incluyendo el tracto cardiaco y circulatorio, las estructuras craneo cefélicas, el
sistema nervioso central, asi como también los sistemas gastrointestinales,

musculoesqueléticos, y urogenital (Castori, 2013).

Pese a que los mecanismos que generan una organogénesis alterada siguen siendo
descritos hasta el dia de hoy, los tipos y gravedad de los fenbmenos observados, asi
como otras complicaciones como la hiperglucemia materna, el desarrollo embrionario,
entre otros, sugieren que la DM actia durante el desarrollo temprano, una propuesta
formulada desde hace mas de 40 afos (Freinkel, 1980). El metabolismo embrionario
alterado por la diabetes materna juega un papel importante en la aparicién de las

malformaciones (Wentzel et al., 2001).

Los estudios epidemioldgicos de la dltima década han medido los factores de riesgo
en el embarazo que pueden aparecer tipicamente durante ésta situacion, lo que
aunado a un mal diagndstico de diabetes mellitus, o su nulo diagnéstico, llegan a
acarrear diferentes problematicas. Los factores mas comunes evaluados en los
trabajos epidemioldgicos son sobrepeso u obesidad, excesiva ganancia de peso, dieta,
etnia, polimorfismos genéticos, edad materna avanzada, ambiente intrauterino (bajo o
alto peso al nacimiento), historial familiar y personal con la DM, y otras enfermedades
relacionadas con la resistencia a la insulina, como puede ser el sindrome de ovario

poliquistico (Plows et al., 2018).

Todos estos factores anteriormente descritos, estdn directa o indirectamente
relacionados al mal funcionamiento de las células beta pancreatica y/o sensibilidad a

la insulina.

1.4 Embriopatia Diabética
Pese a que los mecanismos celulares causantes de la embriopatia diabética son poco
claros, se han hecho varias sugerencias acerca de estos procesos, destacando los

factores ambientales (diabetes materna y condiciones intrauterinas) y la predisposicion
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genética como de importancia (Eriksson & Wentzel, 2016); ademas del aumento en el
estrés oxidativo, una baja en la defensa antioxidante, o que ambas condiciones existan

simultaneamente (Ornoy, 2007).

Dentro de las condiciones ambientales, uno de los factores teratogénicos sugeridos
con mayor impacto es el suero materno, frecuentemente desde la experiencia clinica y
posteriormente corroborados en varios sistemas experimentales, siendo relacionados
con la hiperglicemia y la hipercetonemia tipicas de la diabetes mellitus descontrolada,
y presentes en la madre diabética (Eriksson & Wentzel, 2016). La hiperglicemia parece
ser el estimulo intrauterino mas importante, pues favorece la produccién de radicales
libres y otras condiciones adversas para la implantacién y el desarrollo embrionario y
fetal (Mattos y Ochoa, 2015).

La exposicion fetal a la diabetes durante las primeras etapas del embarazo puede
conducir a una mayor probabilidad de que el producto desarrolle obesidad y diabetes
en su etapa adulta, perfiles cardiometabdlicos adversos, mayor riesgo de
hospitalizacion, uso de medicamento, y en general una mayor tasa de mortalidad; de
igual manera, la evidencia sugiere una asociacion en el mal desarrollo neuronal, lo que
se puede observar en una disminucion en la funcién cognitiva a largo plazo, lo que se
traduce como un bajo desempefio escolar, mayor probabilidad de padecer autismo,

déficit de atencion e hiperactividad (Alexopoulos et al., 2019).

Los distintos riesgos presentes por DM existente previa al embarazo se pueden
agrupar en la tabla 1. La diabetes preexistente en el embarazo es compleja y esta
asociada con riesgos neonatales y maternos importantes, los riesgos mas comunes
enlistados demuestran los muchos riesgos que pueden salirse de un control médico,
por eso diferentes articulos sefialan la importancia de un diagnéstico previo al

embarazo.

1.5 Desarrollo embrionario

En los mamiferos, el desarrollo embrionario inicia con la unién de los gametos, el évulo
(u ovocito), el espermatozoide. A este proceso se le denomina fertilizacién, y en este
grupo de vertebrados, es interna, ocurre muy cerca del ampula del oviducto (en
humanos el oviducto es llamado trompa de Falopio). El desarrollo embrionario ha sido
descrito ampliamente en varios textos académicos (Arteaga y Garcia, 2021; Barresi y
Gilbert, 2020; Lépez, 2015; Lopez-Sanchez et al., 2013; Moore et al., 2016), por lo que

en este espacio solamente daremos algunas generalidades:
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Tabla 1. Riesgos mas comunes que se presentan durante un embarazo complicado

con DM
RIESGO DETALLE
Complicaciones maternas
Retinopatia Diabética Riesgo del progreso de la enfermedad

existente durante y hasta un afio después

del embarazo

Nefropatia diabética Riesgo de proteinuria progresiva durante
el embarazo, en adicibn a un trabajo de

parto prematuro

Hipertensién Aumenta el riesgo de preclamsia,

separacion de la placenta e infarto

Complicaciones fetales

Aborto

Defectos al nacimiento Aumento del riesgo de defectos al
nacimiento de 4 a 8 veces mas que en un

embarazo sin complicacién por DM

Restriccion del crecimiento intrauterino Hipertensibn materna, enfermedades
vasculares, complicaciones renales y de

retina

Macrosomia Definida como un peso al nacimiento
mayor a 4 kg, es decir, un feto con un

tamaifio corporal mayor al normal

Morbilidad perinatal Se incluye ictericia neonatal,
hipoglucemia, afecciones respiratorias e

incluso taquipnea

Salud adulta Los infantes cuyas madres tuvieron
diabetes durante el embarazo tienen una
alta probabilidad de desarrollar obesidad,
sindrome metabdlico, dislipidemia y

diabetes

Elaboracion propia a partir de informacién consultada en Arizmendi et al., 2012; Patifio, 2008; y
Varillas et al., 2005.

Una vez llevada a cabo la fertilizacién, el huevo inicia la segmentacion mientras

avanza por el oviducto hacia el Utero, impulsado por el movimiento de los cilios del
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epitelio uterino. La segmentacion en mamiferos es de las mas lentas en el reino
animal. Ademas, es asincrénica, lo que quiere decir que el cigoto se divide en dos, y
cada una de las dos células restantes se divide a diferente tiempo. Una tercera
caracteristica de la segmentacion en mamiferos es que es rotacional, es decir, que
para pasar de embrion bicelular a tetracelular, un blastémero (célula) se divide de

manera longitudinal y otra transversal.

Para especies como raton y rata de laboratorio, asi como para humanos, se sabe el
tiempo en que aparecen el embrién bicelular, tetracelular, la mérula, la bastula y la
gastrula. Si bien el proceso en general es conocido desde hace varios afos, el
intercambio de sefiales que ocurre entre el embrién y el sistema reproductor femenino,

asi como los eventos regulatorios que suceden, son todavia objeto de estudio.

La segmentacion del cigoto varias veces da lugar a la moérula, llamada asi por semejar
una mora. La fase siguiente a la mérula es conocida como blastula; durante la
blastulacion, se forman dos grupos celulares distintos, el trofoblasto, externo, y el
macizo celular interno 0 masa celular interna (MCI); el primero de los cuales originara
los anexos embrionarios, mientras que el segundo dara lugar al embrién propiamente
dicho. Ademas de los dos tipos de células, se forma un espacio libre de ellas dentro
del embrién, que es llamado blastocele; no es una estructura hueca, en cambio, esta
lleno de un fluido que es importante para el desarrollo posterior. En la figura 2 se

esquematiza el desarrollo temprano desde la fertilizacion hasta la blastula.

Trofoectodermo
Masa celular
interna (MCI)

Cigoto Embridn Embrién Blastocisto
dia 2 dia 3 dia 5

Figura 2. Desarrollo embrionario temprano en mamiferos. Tomado de
https://lwww.reproduccionasistida.org/embarazo-anembrionado/desarrollo-

embrionario-normal/.
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Posteriormente, en el embrion suceden eventos de migracién y reacomodo celulares,
un fenébmeno complejo, que origina a la fase embrionaria conocida como gastrula.
Durante la gastrulacion, aparecen las tres capas embrionarias, que daran lugar a
estructuras adultas distintas: Ectodermo, mesodermo y ectodermo.

Del ectodermo (en griego ektos: fuera, y derma: piel) derivan el sistema nervioso, los
organos de los sentidos, la piel y sus anexos: ufas, pelos, escamas, glandulas

sudoriparas, sebaceas, y mamarias, la cornea, entre otras.

El mesodermo (mesos: medio, y derma: piel) origina el esqueleto, los musculos, el
aparato urinario, algunas partes del aparato genital, el aparato circulatorio, la sangre,

entre otros.

Por ultimo, del endodermo (endon: dentro, y derma: piel) derivan: el aparato digestivo
y sus glandulas anexas: el higado, el pancreas, vesicula urinaria, el aparato

respiratorio, los bronquios, y otros érganos.

1.5.1 Tubo neural

Durante la gastrula tardia, en el ectodermo se forma un engrosamiento que se conoce
como placa neural, la cual se hunde en el centro, formando un surco neural, y dos
elevaciones laterales, los pliegues neurales, que se elevan, acercan y fusionan, para
originar el tubo neural, que queda abierto en sus extremos anterior y posterior, por los
neuroporos cefélico (anterior) y caudal (posterior). A este proceso se le denomina
neurulacién o tubulacion, y es muy importante ya que cualquier dafio que suceda en
esta region durante este periodo, sera reflejado como una malformacién mayor del
sistema nervioso central. En la figura 3 se esquematiza a grandes rasgos la

neurulacion.

En vertebrados, la interaccion tisular entre la notocorda y ectodermo es una de las
més importantes interacciones de todo el desarrollo, por la notocorda se dirige el
ectodermo, haciendo que la placa neural eleve sus bordes, los cuales confluyen y se
fusionen en la linea media formando el tubo neural, el cual se diferencia en el cerebro
espina dorsal (Sadler, 2019). La accion por la que la notocorda instruye el ectodermo
para convertirse en tubo neural se llama induccion primaria embrionaria, y es la
respuesta celular por la cual la placa de las células ectodérmicas se transforma en un
tubo hueco y es llamado neurulacién. La regionalizacion del tubo neural también

ocurre como resultado de cambios en la forma del tubo. En el extremo cefélico (donde
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se formara el cerebro) la pared del tubo se encuentra engrosada, aqui una serie de

depresiones y constricciones define los diversos compartimientos cefalicos.

En la regién caudal de la cabeza, el tubo neural permanece como un tubo simple que
disminuye hacia la cola. Las dos aberturas en los extremos del tubo neural se llaman
neuroporo anterior y neuroporo posterior. En los mamiferos estas aberturas permiten
gue el liquido amniético fluya a través del tubo neural por un tiempo. El defecto en el
cierre del neuroporo posterior en humanos al dia 27 (o su posterior ruptura poco
después de ello) resulta en espina bifida, la severidad de esta depende en cuanto
gueda de médula espinal abierta. De cualquier modo, el fallo en el cierre del neuroporo
anterior resulta en una condicién letal llamada anencefalia, aqui el cerebro anterior
permanece en contacto con el liquido amnidtico y subsecuentemente degenera, el
desarrollo embrionario del cerebro anterior cesa y la boveda craneal no llega a

formarse (Barresi y Gilbert, 2020).

Posterior a la neurulacién, los diferentes grupos de células migraran, se diferenciaran,
etc., proceso conocido como organogénesis, y que es sujeto a muchos procesos
regulatorios. En la figura 4 se esquematiza un embriéon de 10-11 dias de rata, que ya

ha terminado la neurulacion y ha comenzado la organogénesis.

2A /“-;E\__\

2B

Notocorda

/_v‘\lo}umo 1o neural
2c / \\ Hoja somatopleura
\ /,—del mesodermo lateral
" — L ) X
Endodermo oja esplacnopleura

del mesodermo lateral

Mesodermo intermedio

2D

Tubo endodérmico
digestivo

2E

Figura 3. Desarrollo neural, desde la placa neural hasta el cierre de tubo neural.

Tomado de Lopez-Sanchez et al. (2013).
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Figura 4. llustracion de embrién de rata. Elaboracién propia.

1.5.2 Tubo cardiaco

El corazdn es el 6érgano principal del sistema circulatorio, su funcion principal es el de
bombear la sangre a todo el cuerpo a través de los vasos sanguineos. Es un musculo
hueco con accién de bomba, su estructura consta de tres partes: el endocardio, que es
la capa interna que esta en contacto con la sangre; el miocardio, que es la capa
intermedia la cual realiza la funcion de contraccion; y el pericardio, que es la capa

externa (fig. 5).

Cavidad pericardial

Endocardio

—— Pericardio fibroso
Miocardio

Capa parietal del
pericardio

Capa visceral
del pericardio

A

Figura 5. Partes histologicas del tubo cardiaco. Tomado de Soria et al. (2020).
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Durante la primera etapa de formacion de lo que sera conocido como el corazoén,
tenemos la etapa precardiogénica, en esta etapa inicial se forman las areas cardiacas,
las cuales se fusionan y forman una herradura cardiaca. En estas areas cardiacas y
posterior herradura, se comienza la regulaciéon molecular para la diferenciacion de los
cardiomiocitos. Durante la cuarta semana de gestacion el corazén embrionario
comienza su formacion al fusionar los primordios cardiacos constituyendo un tubo
cardiaco primitivo; en esta etapa se le puede llamar corazon en tubo recto o en etapa
pre-asa. Conforme el desarrollo avanza, el tubo cardiaco primitivo sufre un proceso de
torsién y rotacion para formar el asa bulboventricular. En el desarrollo cardiaco
posterior el tubo cardiaco sufre cambios importantes en su morfologia externa e
interna, en este periodo (dias 26 a 28) las cavidades atriales y ventriculares se ubican
espacialmente en su posicién definitiva y se inicia la segmentacion y desarrollo de los
tabiques y las valvulas que separardn y controlardn el paso de la sangre
respectivamente. El asa bulbo ventricular toma una forma caracteristica de “S”
(Arteaga y Garcia, 2021). En la figura 6 se esquematiza a grandes rasgos el desarrollo

cardiaco.

1.6 Principales genes involucrados en el desarrollo embrionario
Durante la embriogénesis, una apropiada regulacién de genes es necesaria para
poder lograr la correcta formacion del organismo. Tras varias rondas de division de

blastémeros, comienza la transcripcién del genoma embrionario.

A B C D E
4 b

A=~ 0

Etopa de pre-asa Etapa de asa Etopa de pos-asa

Bulbo
Bulbo cardiaco Ventricuio Alros Tronco
cardioco
proximal primitivo primitivos arferioso

distal (cono)

Figura 6. Etapas de desarrollo de un corazon durante las primeras etapas de

desarrollo embrionario. Tomado de Arteaga y Garcia (2021).
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En estudios recientes se ha utilizado la técnica de CRISPR-Cas9 para estudiar la
expresion de la familia de genes DUX los cuales estan directamente relacionados a la
activacion del genoma del cigoto (0 ZGA por sus siglas en inglés) (De laco et al.,
2017). Asi mismo se ha estudiado la participacion de OCT4, el cual se sabe que es un
marcador de pluripotencialidad en etapa de desarrollo de blastocisto (Fogarty et al.,
2017).

Es importante recalcar que la pluripotencialidad de las células durante el desarrollo
embrionario de debe a tres factores importantes, los cuales se pueden encontrar en
posteriores etapas de desarrollo, las cuales son: NANOG, OCT4/POUF51, y SOX2
(Sharov et al., 2008).

Se ha demostrado que los genes Oct4 y Sox2 tienen un papel importante en la
embriogénesis de mamiferos y en células trocales embrionarias (Rizzino y Wuebben,
2017). Sin embargo, la familia Sox es necesaria no solamente durante el desarrollo
embrionario temprana, se sabe que también participa en procesos del desarrollo y

homeostasis en la vida adulta de mamiferos (Julian et. al., 2017).

También se conoce que en la embriopatia diabética tienen participacion tanto los
factores ambientales como la predisposicién genética (Eriksson y Wentzel, 2016); sin
embargo, no es posible identificar un gen o familia de genes causantes del desarrollo

alterado en esta condicion clinica.

Los genes de la familia Sox participa activamente en la regulacién de diversos
procesos, asi como fuertes asociaciones entre el grupo de genes Sox y lineas
celulares especificas (Kamachi y Kondoh, 2013); un ejemplo claro de estos son el
grupo de genes Sox Bl y el desarrollo neural. El analisis del patron de desarrollo
embrionario del grupo SoxB1 (Sox1, Sox2, Sox3) indica que la expresion de estos
genes esta fuertemente correlacionada con el desarrollo de tejidos neuronales
primordiales, iniciando en la etapa de la placa neural, y continuando a la zona
ventricular del posterior sistema nervioso central (SNC) (Wood y Episkopou, 1999). Un
andlisis funcional de los factores de transcripcion indicd que los SoxB1 de pez cebra
tienen casi una funcion de transactivacion equivalente (Okuda et al., 2010); en raton,
se ha visto que dentro de los Sox B1, la expresiéon de Sox2 cubre totalmente el
primordio neural mientras que la cobertura espacial de Sox 1 y Sox 3 es menos
completa (Uchikawa et al., 2011). En la fig. 7 se puede observar la estructura general

de la familia del gen Sox2.
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Figura 7. Esquema de la Familia SOXB1 y estructura cristalizada de SOX2.
Tomado de Novak et al. (2020).

1.7. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se define como la alteracion entre el equilibrio prooxidante-
antioxidante en favor de los primeros, o que conduce a un dafio potencial. Ahora se
reconoce que el estrés oxidativo juega un papel central en la fisiopatologia de muchos
trastornos diferentes (Halliwell y Gutteridge, 2015; Ortiz y Medina, 2020), incluyendo

las complicaciones del embarazo (Mora et al., 2019).

Las principales especies reactivas de oxigeno (ERO, o ROS por sus siglas en inglés)
son el radical superoxido (-Oz), el peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo
(OH-) y el oxigeno singulete (O), normalmente se producen en pequefias cantidades
por todos los sistemas biolégicos (Pizzino et al., 2017), pueden interactuar con muchas
macromoléculas somo proteinas, lipidos y &cidos nucleicos, y estan involucrados en
procesos celulares como crecimiento, diferenciacion, progresion y apoptosis o muerte;
(Pizzino et al., 2017; Rajendran et al., 2014),

Los organismos, sin embargo, han desarrollado ciertos mecanismos de defensa contra
estos productos del metabolismo; entre estas moléculas antioxidantes se pueden

encontrar enzimas como catalasa, superdxido dismutasa, glutatibn peroxidasa,
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tiorredoxina y otras; ademas de moléculas de bajo peso molecular no enziméticas
como Glutation, vitaminas C y E, flavonoides, L-arginina y poliaminas (Guija-Gerra y
Guija-Poma, 2023).

1.7.1 Antioxidantes

Aungue las especies reactivas de oxigeno han sido consideradas por mucho tiempo
como un potencial peligro para la vida, en realidad se producen en pequefas
cantidades en algunos procesos metabdlicos y fisiolégicos como son la respuesta
inmune y la sefalizacion celular; particularmente el H202 al oxidar ciertas proteinas,

sirve como mensajero (Carvajal, 2019).

Las especies reactivas de oxigeno han sido relacionadas a la induccién de apoptosis,
gque causa fragmentacion embrionaria (Jurisicova et al., 1996), dafio a la membrana y
al DNA, retraso en el crecimiento embrionario, disminucién de la viabilidad y calidad
embrionaria Agarwal et al., 2003; Guerin et al., 2001); adicionalmente, causa efectos
perjudiciales al genoma en la etapa de blastocisto (Gardner y Lane, 2005; Rinaudo et
al., 2006).

Para evitar los dafios a los sistemas biol6gicos, los organismos han desarrollado
mecanismos especificos para defenderse de los dafios causados por las ROS, en
general estos mecanismos han sido descritos como “sistemas antioxidantes”, los
cuales son diversos y estan encargados de la proteccion de las células de los dafios
por las ERO’s (Carvajal, 2019).

Los antioxidantes pueden ser enddgenos o exdégenos, por lo general actlan
disminuyen o evitan la oxidacion de otras moléculas; y se clasifican en dos grandes
grupos: enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes no son un grupo quimico
especial, entre ellos existe una amplia variedad de compuestos; esta diversidad
determina el papel individual de cada antioxidante, asi como también el sitio de accion.
La actividad antioxidante puede estar fuertemente relacionada con el numero de
grupos funcionales como OH y NH,, asi como la posicién de estos grupos funcionales
(Cruz, 2014; Jamanca y Alfaro, 2017).

En base a su mecanismo de accion los antioxidantes se clasifican en primarios y

secundarios, los primarios tienen la capacidad de atrapar radicales libres, asi como

inhibir la iniciacién, propagacién o reaccion de escision, mientras los secundarios
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retardan la oxidacion por reaccionar con los prooxidantes, como metales de transicion

o intermediarios de la oxidacion (Palma, 2014).

Los antioxidantes primarios, entonces, pueden actian mediante inhibicion de las
reacciones de oxidacion, por atrapar las ERO’s, mientras que los antioxidantes
secundarios pueden actuar quelando los iones de los metales de transicion y otras
acciones especificas que pueden ser mecanismo anti-inflamatorio, induccién de
factores protectores, inhibicion de la NADPH oxidasa, inhibicién de la xantina oxidasa,
o la regulacion de la sefializacion de las vias sensibles a redox de transduccion,

incluyendo los factores de transcripcion (Pizzino et al., 2017).

Las células de los mamiferos poseen algunas moléculas de bajo peso molecular
endogenas, que tienen la posibilidad de inactivar a los radicales libres de manera
espontanea. Entre estas moléculas se encuentran el glutatién y el acido tioctico. Sin
embargo, la gran mayoria de los antioxidantes de bajo peso molecular son derivados
de fuentes naturales como plantas o minerales que son provistos normalmente en la
dieta, entre estos se encuentran las vitaminas C (acido ascorbico) y E (alfa-tocoferol),
coenzima Q10, los beta-carotenos y los flavonoides (Madhavi et al., 1995). Los
antioxidantes exdgenos pueden ser encontrados en una dieta balanceada (Cruz, 2014;
Jamanca y Alfaro, 2017; Madhavi et al., 1995; Palma, 2014).

1.7.2 Poliaminas

Las poliaminas son moléculas alifaticas nitrogenadas, de bajo peso molecular. con
grupos amino distribuidos de forma regular a lo largo de su estructura. Entre sus
principales funciones destacan el empaquetamiento de A&cidos nucleicos, la
modulacion de receptores de membrana y canales idnicos, la regulacion de la
expresion geénica y la sefalizacion celular. Son capaces de inducir apoptosis,
participan en el ciclo celular, modulan el sistema inmune y participan en el balance
redox del organismo (Guasco-Herrera et al., 2014). Las poliaminas, por su caracter
policatidnico, regulan la expresion genética, la transduccién de sefales y la funcion de
canales ionicos, asi como la sintesis de DNA y proteinas mediante la union intracelular
de DNA y RNA; también se ha reportado que las poliaminas son depuradores
endégenos de ERO'’s, por lo cual pueden proteger al DNA, las proteinas y los lipidos
del dafio oxidativo (Gusco-Herrera et al., 2014, lgarashi et al., 1998; Mufioz-Esparza et
al., 2019). Las principales poliaminas fisiolégicas son putrescina (Put), espermidina

(Spd) y espermina (Spm). Se presentan en las células de todos los seres vivos, son
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esenciales para el mantenimiento del crecimiento y funcién de las células, ya que son

precursores de nucleétidos. En la figura 8 se representan las principales poliaminas.

Las poliaminas son buenos candidatos para inhibir la glucosilacion, debido a su
naturaleza policatiénica, su ubicuidad, su papel esencial en el crecimiento, su
relativamente alta concentracién en algunos tejidos (2 nM en la piel) y su alta
concentracion en el semen (10 mM), un fluido que también contiene alrededor de 10
mM de fructosa (un agente glucosilante), ademas se ha podido comprobar que la
espermina inhibe el avance de la glucosilacion en histonas y en la ubiquitina, y que
inhibe la glicosilacion inducida experimentalmente por el metilglioxal. También se ha
visto que la espermina y la espermidina actian como inhibidores de la formacion de
productos de glicosilacion avanzada (AGEs), que son los responsables de las
retinopatias, neuropatias y nefropatias diabéticas, y estan implicados también en
patologias como la uremia y la aterosclerosis (Gugliucci y Menini, 2003; Gomez-
Gallego et al., 2008).

La biosintesis de poliaminas en las células de mamiferos tiene lugar por la accion
secuencial de cuatro enzimas clave, dos descarboxilasas y dos transferasas. La
descripcion del metabolismo de poliaminas se ha revisado a partir de varias fuentes
(Mendoza y Rocha, 2002; Miller-Fleming et al., 2015; Mufioz-Esparza et al., 2019;
Ruiz-Cano et al., 2012). Se puede dividir en dos pasos principales, mostrados en la
figura 9:

1. Sintesis de la diamina putrescina (Put), la cual ocurre a partir de la
descarboxilacibn de la L-ornitina (Orn) por la acciébn de la ornitina
descarboxilasa (ODC). La Orn se forma a partir de la L-arginina (Arg) por

accion de la arginasa.

2. Sintesis de las poliaminas espermidina (Spd) y espermina (Spm) a partir de
Put, que es convertida en Spd por accion de la espermidina sintasa y ésta a su
vez es convertida en Spm por la espermina sintasa, ambas enzimas con
actividad aminopropil-transferasa. La molécula donadora de estos grupos
aminopropilo es la S-adenosil-metionina descarboxilada, surgida a partir de la
L-metionina (Met), que es convertida primero en S-adenosilmetionina (SAM) y
después descarboxilada por accion de la S-adenosilmetionina descarboxilasa
(SAMDC).
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Figura 8. Estructura de las principales poliaminas, tomado de Guasco-Herrera et

al. (2014).

La conversion de espermina en espermidina, y de ésta a su vez en putrescina tiene
lugar por la acciéon de la espermina/espermidina N-acetil-transferasas, que catalizan la
transferencia de un grupo acetilo procedente del acetil-CoA a un grupo aminopropilo

de la espermina y espermidina, respectivamente, y por accién de la poliamina oxidasa

La homeostasis de las poliaminas esta fuertemente regulada y depende del equilibrio
entre la velocidad de su biosintesis, catabolismo, excrecion y absorcion. El transporte

a través de la membrana esta reconocido como un factor importante en la homeostasis

de poliaminas.

21



ORNITINA ARGININA

METIONINA Acino
GAMMA- AMINOBUTIRICO l Arginina descarboxilasa
SAM ?‘\ Omitina descarboxiasa \' (ADC)
Sinttasa Diaminooridasa | | (00C) AGMATINA
v (DAO) \ /
S-Adenosiimetionina : PUTRESCINA Agmatinasa
§-Adenosilmetionina J ™ —
Descaboxilasa Espermidina | " .u/\/\/ i Poliamina Oxidasa
(SAMDC) Sintasa (PAQ)
\
/ N-ACETILESPERMIDINA
S-Adenosilmetionina
descarboxilada g
Espermidina
Acetiltransferasa
ESPERMIDINA (SSAT)
ANAANAM
(7 :1
Poliamina Qxidasa
Espermina (PAQ)
Sintasa
N-ACETILESPERMINA
Espermina
ESPERMINA Acetiltransferasa
" (SSAT)
WAVAYAYAYAVAYA

Figura 9. Metabolismo de las poliaminas, tomado de Guasco-Herrera et al. (2014).

1.7.3 Regulacion genéticay Poliaminas

Las Poliaminas participan activamente en la condensacion y agregacion del DNA, se
ha evaluado la unién de Spd y Spm a los surcos menores y mayores de la doble
cadena concluyendo que favorecen a su estabilizaciéon (Miller-Fleming et al., 2015;
Ruiz-Cano et al., 2012), asi como un efecto protector de la desnaturalizacion y agentes
ionizantes como la radiacion y ERQO’s; también se ha visto la modulacion de la

conformacion cuadruplex en la region promotora (Guasco-Herrera et al., 2014).

Un incremento en la concentracion intracelular de poliaminas puede causar la
interrupcion de la metilacion celular, lo que puede promover la expresion anormal de
genes Yy la interrupcién de otros procesos celulares dependientes de la metilacion; se
ha reportado que las poliaminas afectan la expresién de genes implicados en ciclo

celular y apoptosis (Bhattacharya et al., 2009; Landau et al., 2012).
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1.8 Rata como modelo bioldgico

La rata comun (Rattus norvegicus) es una especie que tiene las cualidades necesarias
para dar respuesta al cuestionamiento de cémo estudiar las enfermedades que
afectan al hombre; esta especie y el raton estan entre los mamiferos que responden
méas uniformemente a esos requerimientos, son de facil manejo y poseen las

caracteristicas zootécnicas adecuadas (Lindsey y Baker, 2005).

La rata tiene un periodo gestacional de aproximadamente 21 dias, y su camada es de
cerca de 10 individuos, su ciclo estral dura de 4 a 5 dias y presenta una baja tasa de
malformaciones esponténeas. El método de apareamiento més utilizado es el del trio,
que consiste en colocar dos hembras por macho al anochecer y por la mafiana
siguiente se efectla un frotis vaginal entre las 8:00 y las 9:00 h, por lo general se
define el tiempo cero de gestaciébn como la media noche anterior, al dia cuando se
encuentran espermatozoides en el fluido vaginal; en algunos casos es posible

observar un tapon vaginal (Erb, 2005).

Como ya se sefald, de este animal, al igual que el ratén, se conoce de manera muy
precisa el tiempo al cual se llevan a cabo los principales proceso de desarrollo, lo que

facilita su uso en estudios de desarrollo (Beaudoin, 1980; Erb, 2005).
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2 ANTECEDENTES

La alteracion génica de las crias ha sido demostrada en diversos estudios y parece ser
un componente integral de la embriopatia diabética (Eriksson y Wentzel, 2016). Un
alto de transporte de glucosa por el GLUT2 a las células embrionarias durante la
organogénesis afectard de forma adversa al desarrollo embrionario pues esto es
responsable por los efectos embriopaticos de la diabetes (Li et al., 2007).

En el 2009, Favaro y colaboradores demostraron que la deleciéon del gen Sox2 causa
pérdida en el hipocampo, ademas de que la ablacién de Sox2 causa pérdida regional
de los genes Sonic hedgehog (Shh) y Wnt3a, lo que sugiere que Sox2 controla el
desarrollo del hipocampo via regulacién del Shh; y concluyen que Sox2 es necesario

para el mantenimiento y desarrollo del SNC.

Cavallaro et al. (2008) encontraron que el gen Sox2 es importante en las etapas
tempranas de la diferenciacién en lineas celulares neuronales en un modelo in vitro, y
comparando embriones nacidos producto del knokwdown contra ratones adultos,
encontrando que al hacer un knowdown a este gen en células madre neuronales
cultivadas de embriones de rata, no se encontraron neuronas maduras ademas de
diversas anormalidades morfolégicas, principalmente en el bulbo olfatorio y en el

cortex cerebral.

Por otro lado, se demostré que las poliaminas (putrescina, espermina y espermidina)
administradas a partir del dia cinco de gestacion, pueden prevenir las reabsorciones y
los efectos embriotdxicos causados por la diabetes mellitus inducida por aloxana

(Méndez y Palomar-Morales, 1999).

En un modelo in vitro de embriopatia diabética, nuestro grupo de investigacion ha
encontrado que las poliaminas revierten la frecuencia y severidad de malformaciones
producidas por alta glucosa en el medio de cultivo (Chirino-Galindo et al., 2009), sin
afectar la actividad de enzimas antioxidantes, aunque la lipoperoxidacion si se revierte
(Chirino-Galindo et al., 2012).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM es un sindrome que ha incrementado exponencialmente en las ultimas
décadas, y pese a que se ha intentado encontrar los mecanismos de accion, no se ha
podido dilucidar del todo las consecuencias en los diversos grupos poblacionales en
los que esta se encuentra presente. A pesar de que el uso de medicamentos como
insulina o hipoglucemiantes orales ha logrado dar una mejor calidad de vida a la
poblacién con esta enfermedad (International Diabetes Federation, 2021), siguen
faltando estudios que ayuden a disminuir de forma considerable el problema que esta
enfermedad genera.

Cerca del 1% de las mujeres embarazadas padecian de diabetes antes de la
gestacién, y en muchos casos, se diagnostica el embarazo hasta ya avanzado cerca
de un mes de éste, y en otros casos, la diabetes era asintomatica (Garcia y Garcia,
2009). Esto no es favorable para el embrion, ya que el ambiente hiperglucémico al que
esta sometido la unidad fetoplacentaria puede producir altos niveles de ERO’s,
generadas por el incremento en estrés oxidativo, lo que a su vez puede provocar
alteraciones tales como malformaciones congénitas en el embrion, especialmente en

el periodo de la organogénesis temprana (Freinkel, 1980; Ornoy, 2007).

El gen Sox2 es uno de los genes con mayor importancia, puesto que se encuentra
presente en la sefializaciébn de diversos procesos clave como lo es el desarrollo
embrionario y la diferenciacion celular, ademas del mantenimiento de las células
madre y regulacion de otros genes como lo es Oct4. De ahi la importancia de la
correcta expresion del gen Sox2 (Cavallaro et al. 2008; Favaro et al., 2009; Sharov et
al., 2008).

En estudios anteriores del nuestro grupo de investigacion, se ha reportado el efecto
embrioprotector de las poliaminas espermina y espermidina (Chirino-Galindo et al.,
2009, 2012, 2019; Méndez y Palomar-Morales, 1999), y se ha propuesto que dichos
efectos pudieran ser debido al cambios en la expresidén de genes implicados en el ciclo
celular y la apoptosis por accion de las poliaminas (Bhattacharya et al., 2009; Landau
et al., 2012).
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4 HIPOTESIS

Se sabe que el incremento de ERO’s dado por el estrés oxidativo provoca dafio al
DNA, y trae consigo la respuesta de dafio al DNA en la etapa de neurulacion de
embriones, bajo las condiciones de diabetes materna, lo que aumenta la apoptosis;
nuestro grupo de trabajo ha reportado que la adicién de las poliaminas espermidina y
espermina reduce la aparicion de malformaciones tanto en frecuencia como en

severidad, en embriones cultivados in vitro.

Pese a que no esta del todo dilucidado el mecanismo de accion a nivel celular y
molecular, el presente estudio plantea que la expresion del gen Sox2 se ve alterada
por los altos niveles de glucosa en ratas diabéticas prefiadas lo cual se observaria
directamente relacionado a un aumento en las malformaciones de tubo neural,
especialmente durante la organogénesis temprana y si las poliaminas revierten dicho

cambio en la expresion de Sox2.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la presencia del gen Sox2 en embriones de rata con altas
concentraciones de glucosa y el efecto de la adicion de poliaminas, asi como su

alteracion morfolégica en un modelo in vitro.

5.2 Objetivos particulares
) Determinar la presencia del gen Sox 2 en embriones de rata cultivados
en una concentracion elevada de glucosa.
° Comprobar que la adicion de las poliaminas, espermidina como
espermina, al cultivo de embriones en presencia de elevada glucosa, puede
prevenir los efectos que esta causa sobre la presencia del gen Sox2.
° Relacionar las diferentes malformaciones causadas por altas
concentraciones de glucosa y los grupos tratamientos con la expresion del gen
Sox2.
° Calificar y clasificar el grado de malformacién con base en el score
morfolégico modificado desde Klug et al. (1985).
° Identificar expresiébn a nivel celular de los tratamientos con

inmunohistoquimica.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Modelo biolégico

Se utilizaron 12 ratas Wistar hembras maduras (250-300 gr), proporcionadas por el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FESI), que se mantuvieron en
condiciones controladas, con alimentacion y agua ad libitum. Las hembras fueron
apareadas por el método de trio, con machos sanos de la misma especie. Al dia
siguiente, se realizé frotis vaginal, se visualizd al microscopio de luz, y en caso de

presencia de espermatozoides, se asigné como el dia 0 de gestacion.

6.2 Medios de cultivo

Se prepararon los medios de cultivo de acuerdo con lo descrito por Chirino (2007);
quien utiliz6 medio control, medio suplementado con glucosa, medio con glucosa y
espermina, y medio con glucosa y espermidina, como se describe en la tabla 2. El
medio de cultivo se filtrd6 con un sweenex, con ayuda de una membrana millipore® de
celulosa de 0.22 um de poro, y se congelé hasta el momento de uso. El dia del
experimento, previo a la incubacion de los embriones, los medios descongelados se
gasificaron 3-5 minutos con una mezcla de gases O, 20%, CO, 5%, en balance de

nitrégeno.

6.3 Disefio de Primers
Para el disefio de primers, se obtuvo la secuencia de cDNA de la pagina de NCBI en
formato fasta; una vez obtenida la secuencia, se eligieron los primers en la pagina

www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi y se corroboraron en la

pagina idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer para evaluar todas las caracteristicas

posibles. Una vez analizados, se mandaron a sintetizar con estas especificaciones a
Integrated DNA Technologies (IDT, lowa, USA). En la tabla 3 se mencionan las
caracteristicas de los primers disefiados. Se disefiaron adicionalmente
oligonucledtidos para el gen constitutivo gama-actina, que se trabajé como control

externo (Reyes, 2019).

Tabla 2.- Preparacion de medios empleados en el presente trabajo.

Suero de Glucosa Antibiéticos Espermina/Espermidina
rata
Control 100 mg/dL 1000 Ul/mL |  —eee--
Glucosa 80% penicilina; 100 | -
Espermidina 500 mg/dL pug/mL 25 uM
Espermina estreptomicina 25uM
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Tabla 3. Especificacion de los primers de Sox2.

Primer SOX2 Longitud | %GC | Tm | AG AG
homodimerica | heterodimerica
Forward (5’ a 3) 19 57.9% | 58°C -39.88
GTACGTTAGGCGCTTCGCA kcal/mole -39.88
Reverse (3’ a 5’) 19 52.6% | 55°C -38.15 kcal/mole
AGCAAGAACCCTTTCCTCG kcal/mole

6.4 Cultivo de embriones

Las ratas se sacrificaron el dia 10.5 de gestacion, y se obtuvieron los embriones para
ser incubados en medios de cultivo control, glucosa, espermina y espermidina (Tabla
2) durante 24 h a 37°C, de acuerdo con los principios de cultivo propuestos
inicialmente por New (1978). Se cultivaron un minimo de 20 embriones en cada

tratamiento.

Adicionalmente se obtuvo un control externo, que consistié en embriones de 11.5 dias
de edad gestacional, obtenidas de dos ratas gestantes, sacrificadas el dia indicado.

6.5 Estudio morfoldgico

Posterior a la incubacion, los embriones se obtuvieron, se colocaron en una caja Petri
con solucién salina y se visualizaron al microscopio estereoscopico Leica L2 (Wetzlar,
Alemania), se realiz6 un analisis morfolégico que incluye entre otros, conteo de
somitas, medicion de la longitud cefalocaudal y porcentaje de malformaciones, que se
explica en la tabla 4. Se tomaron fotografias con una camara digital Moticam 5.0mpx

(Vancouver, Canada).

6.6 PCR Convencional

Se aisl6 DNA a partir de 4 embriones de rata de post-cultivo por grupo, por el método
de extraccion utilizando el kit Quick-DNA® Microprep Plus Kit (Zymo Research,
California, USA), utilizando los primers previamente disefiados y siguiendo el protocolo
del fabricante, el producto fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa

0.8% para observar la presencia del gen SOX2 en los embriones cultivados.
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Tabla 4. Asignacion de puntos para el marcador o score morfolégico. Modificado por
Chirino (2007) desde Klug et al. (1985).

Parametros

Forma del

embrién

Desarrollo del

tubo neural

Formadela

cabeza

Desarrollo del

0jo

Desarrollo del

oido

Puntos

Significado
Flexién completa, embrion en forma de “G”
Flexién casi completa, embrién en forma de “C”
Flexién incompleta, embrién en forma de “I”
Completamente cerrado

Neuroporo caudal abierto

Neurdporos craneal y caudal abiertos

Neurdporo craneal abierto

Telencéfalo separado del diencéfalo por una fisura

No hay separacion entre el telencéfalo y diencéfalo

Parpado superior presente

Bolsa del cristalino presente
Vesicula Optica presente
Sulcus o6ptico ,
Primordio ocular ausente
Saco endolinfatico presente
Receso dorsal presente
Vesicula otica presente
Fosas éticas presentes

Fosas Oticas ausentes
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Desarrollo de 6 Completo
miembros

_ 5 Primordio de extremidad (longitud méas del doble de
posteriores

la base)

6.7 Preparacion del RNA total
Se usaron 4 embriones de cada grupo post-cultivo, los cuales se congelaron mediante
inmersién del vial eppendorf que los contenia en nitrégeno liquido, y el RNA total de

cada embrién se obtuvo por el método de Trizol®.

6.8 Histologia

Se seleccionaron aleatoriamente 4 embriones postcultivo de cada grupo, ademas de
un control externo de dia 10 y un control positivo de dia 11 sin cultivar. Se realiz6 un
Score morfolégico y se realizé técnica histologica de rutina. Posteriormente se
procedi6 con la tincion Hy E de rutina y se evalué cualitativamente.

6.9 Inmunohistoquimica

Se tomaron 4 embriones postcultivo de cada grupo, que se fijaron en para-
formaldehido al 4% durante 24 horas y después se deshidrataron, aclararon,
embebieron y cortaron a 8 micras de grosor y posteriormente se realiz6 la técnica de
inmunohistoquimica indirecta, teniendo en cuenta que todas las laminillas se
mantuvieron en frio hasta el momento de proceder con la inmunohistoquimica. Se
incubaron con un anticuerpo monoclonal de conejo anti-Soxl (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA), y después con un anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo (Santa Cruz Biotechnology, California, USA), para finalizar se cultiva con
un complejo Diamino Bencidina, esto para generar manchas café pardo en el sitio
intracelular donde se haya expresada la proteina Sox 2. Se evalu6 cualitativamente las
zonas de tubo neural y las zonas de tubo cardiaco con ayuda de un microscopio
Optico, marca Leica, modelo DM500 (Wetzlar, Alemania), acoplado a una camara

marca Leica modelo EC3 (Wetzlar, Alemania).
6.10 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos para los parametros morfoldgicos, nimero de somitas y

score morfolégico se analizaron por la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.
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7 RESULTADOS

7.1 Pardmetros morfométricos y score morfolégico

En la figura 10 se observa un grafico donde se pueden observar embriones de dia
10.5 de gestacion, cultivados por 24 h, representativos de cada tratamiento Se destaca
claramente que el grupo con glucosa afecta profundamente el desarrollo embrionario,
mientras que el tratamiento con poliaminas revierte los efectos de la elevada glucosa

en cultivo.

La incubacién en medio de cultivo normal o control es el de mejor resultado
morfoldgico, los embriones presenta una forma de “G” perfecta, un tamafio correcto
para su dia de desarrollo, ademas de un buen nimero de somitas y desarrollo de

primordios, lo que nos da como un buen desarrollo embrionario.

GLUCOSA A CONTROL

ESPERMINA

Figura 10. Embriones de rata de 10.5 dias de gestacion, cultivados por 24 h en
presencia de distintas adiciones. Se muestran los embriones representativos de
cada tratamiento al momento de su cosecha, observando un desarrollo normal en
los tratamientos Control, Espermina y Espermidina, se nota la forma aberrante en

“S” del embrion sometido a tratamiento con Glucosa.
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Con respecto a los embriones incubados en elevada glucosa, podemos observar un
evidente retraso en el desarrollo, la forma de “S” que presenta, ademas la falta de
cierre del tubo neural y su tamafio més pequefo, haciendo evidencia de una clara
malformacién durante su desarrollo. ElI grupo espermina al igual que espermidina,
presentan una forma de “G” y de “C” respectivamente, cierre completo de tubo neural y
un desarrollo de primordios correcto, cabe sefalar la clara diferencia de somitas y su

tamanio lo que nos indica un buen desarrollo embrionario.

Por parte del tratamiento espermidina, también se observo un efecto embrioprotector
en el cierre de tubo neural, desarrollo de somitas, forma del embrion y desarrollo de
primordios. Sin embargo, el efecto, aungue menor comparado son espermina,

estadisticamente no presenta diferencias significativas.

En los embriones post-cultivo se conté el nimero de somitas, y se realizaron varias
mediciones morfométricas: longitud cefalocaudal, diAmetro de saco vitelino, tamafio de
la cabeza, que se indican en la figura 11. Como habia sido reportado previamente, los
embriones incubados en medio control muestran pardmetros adecuados a su edad, un
poco menores a los de embriones de dia 11.5 (control extrerno in vivo, no mostrados),
en cuanto a las mediciones de diametro de saco vitelino, longitud cefalocaudal,

longitud de la cabeza y numero de somitas.

La incubacién de embriones en presencia de glucosa caus6 que los tres parametros
morfolégicos y el nUmero de somitas fueran menores, con respecto a lo encontrado en
el grupo control. En contraste, los embriones con tratamiento de glucosa y una
poliamina mostraron parametros morfoldgicos y numero de somitas similar al control, y

diferentes de los encontrados para embriones tratados sélo con glucosa.

Los embriones postcultivo se analizaron detenidamente para obtener un score
morfoldgico, que evalla ciertos parametros, los cuales indican el estado de desarrollo
embrionario esperado, en dado caso se le asigna una serie de puntos determinados,
los cuales, es sumatoria total. En este caso, se observa que la incubacion con glucosa
reduce el valor de este score con respecto al encontrado para embriones del grupo
control, y que la co-incubacion con espermidina o espermina revierte los efectos

nocivos de la glucosa sobre el score (figura 12).
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Figura 11. Parametros morfol6gicos y morfométricos. A. Diametro del saco vitelino.
B. Longitud céfalo-caudal. C. Longitud de cabeza, D. Numero de somitas. Medidas
realizadas en embriones cultivados a 37° C, por 24 h en rotacion a 30 rpm,
posteriormente se observaron en un mMicroscopio estereoscopico con un aumento
a 4x y se midieron con el apoyo de una reglilla micrométrica del ocular. Promedio +
error estandar de 30 determinaciones. El grupo Glucosa (Glc) es estadisticamente
diferente al control, p < 0.05. Los grupos con tratamiento son estadisticamente

diferentes al grupo Glc.

7.2 PCR Convencional

En la figura 13 podemos observar la escalera de peso molecular, mientras que los
tratamientos son marcados como control (C) glucosa (G) Espermina (SPM) vy
espermidina (SPD) ademas de la beta actina (control externo) el cual indica que
efectivamente hay material genético y que se encuentra presente. Ademas de esto se
agregaron grupos de poliaminas sin glucosa afadida. Se puede observar que todos
los grupos se encuentra presente, desde los controles hasta los tratamientos,
exceptuando grupo con glucosa, lo cual podria indicar la posible ausencia del gen.
Esto podria concordar con los resultados obtenidos por Chirino en 2017, donde se
indica que el exceso de glucosa en el medio de desarrollo del embridon podria afectar
el desarrollo de este.
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Figura 12. Promedio de las calificaciones del score morfolégico de embriones
cultivados a 37° por 24 h en rotacion. El grupo GLC es estadisticamente diferente
al grupo GC, p<0.05. Los grupos con tratamiento de poliaminas es

estadisticamente distinto al grupo GLC.

7.3 Histologia normal

En la figura 14 se pueden observar los cortes histoldgicos de los distintos tratamientos
aplicados. Se han elegido los més representativos de cada grupo para ejemplificar de
una mejor y mas clara. Los tratamientos son: control (C) glucosa (G) espermina (SPM)

y espermidina (SPD).

Estas alteraciones son totalmente incompatibles con la vida, ya que como es
comunmente sabido, el cerebro y el corazén son 6rganos indispensables, y en caso de
gue se presenten las malformaciones como las que hemos visto en este embrion,
podria acarrear como consecuencia un aborto espontdneo, espalda bifida,

hidrocefalia, entre otras complicaciones.

En este caso, el tratamiento con glucosa causa un retraso en el tubo cardiaco, ademas
de un menor tamafio en cola, un tubo neural sin completo desarrollo y una forma
aberrante de “C”. En general, el tratamiento con glucosa causa anormalidades cuando

se observan al microscopio los cortes realizados.
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CONTROL CONTROL ACTINA

ESPERMINA ESPERMIDINA

GLUCOSA

Figura 13. Electroforesis de DNA, Se muestran las bandas para control, espermina
y espermidina, destacando la falta de presencia de SOX 2 en el tratamiento

glucosa.

Con respecto al tratamiento con poliaminas, en este caso en el embrion bajo
tratamiento con espermina, se observa que ya existe una segmentacion; el desarrollo
del tubo cardiaco es evidente, y pese a que la forma no es la de mejor evaluacion,
presenta un buen tamafio para el dia de desarrollo. En el caso del tratamiento con
espermina, se observa perfectamente la segmentacion neural, ademas del desarrollo
del primordio cardiaco. En otros embriones de los mismos tratamientos, se observa

una morfologia muy similar a la del grupo control (figura 14).

Se muestra que los grupos con tratamiento, a simple vista tienen un desarrollo
morfolégico comparable con el grupo control, mientras que el grupo tratado con
glucosa posee ciertas malformaciones, como se ve en la Figura 14, el grupo glucosa
presenta un retraso en el desarrollo a nivel de tubo neural pues este no presenta un

cierre de tubo neural completo esperado para el dia de desarrollo 11.5 que es el
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evaluado regresando a la figura 9 podemos ver que el tamafio del grupo control tiene
una diferencia estadisticamente significativa, pues mientras que los tratamientos
restantes presentan un tamafio de poco mas de tres reglillas, el grupo control no llega
siquiera a tres de estas, ademas de la segmentacion mas evidente de las cavidades
cardiacas (auriculas y ventriculos) puesto que para el dia de desarrollo 11.5 se espera
gue ya se encuentre regionalizado en 3 cavidades, sin embargo como se aprecia en la
figura 14, el grupo control solamente presenta una sola cavidad cardiaca.

7.4 Inmunohistoquimica para Sox2

En la figura 15 se observa la inmunohistoquimica realizada. En las imagenes se puede
observar zonas de mayor expresion, las cuales son de color mas oscuro; estas zonas
de expresion esperadas indican en que regiones del embriébn se encuentra
mayormente el gen, siendo la mas destacable en el tubo neural. Sin embargo, también
se puede observar que en el grupo tratado Unicamente con glucosa no hay una
expresion tan intensa cono en los otros grupos, tanto control como espermina y
espermidina, lo cual podria indicar una menor expresion de otros genes o el uso de

vias de sefializacion genética no tan eficientes.

Figura 14. Se observan los embriones representativos de los tratamientos. En el tratamiento

control, se observa el desarrollo del tubo cardiaco y otros primordios.
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Figura 15. Inmunohistoquimica de embriones de 10.5 dias de gestacion incubados
por 24 horas en medio con elevada glucosa y suplementado con espermina o
espermidina; se muestra un embridn de grupo control para su comparacion. El
embrién control presenta zonas mas obscuras donde se presenta el gen, siendo
que los tratamientos también presentan las mismas zonas de obscurecimiento,
indicando la presencia en las mismas zonas, en contraste, en el embion del grupo

glucosa no se observa una tincion comparando con el grupo control.

Cabe destacar que todas estas pruebas sefialan claramente una incorrecta
sefializacién del gen causada por un medio de desarrollo con alta glucosa. Mientras
gue también los tratamientos han de cierta manera prevenido o auxiliado para poder
tener una correcta sefializaciéon del gen, dando como consecuencia un estado

aceptable de desarrollo embrionario o inclusive mejor que el grupo control.
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8 DISCUSION

En el presente trabajo se han evaluado distintos parametros para una problematica
que afio tras afio aumenta, la embriopatia diabética, que ya se ha mencionado es
considerada como una complicacion de la diabetes, no del embarazo. Para el estudio
de esta entidad, se han hecho grandes avances con el uso de modelos animales,
particularmente rata y ratdn, entre otras razones porque su gestacion es conocida al

detalle.

Para la rata, por ejemplo, se tiene establecido el desarrollo normal del cuerpo, asi
como de los sistemas nervioso, circulatorio y otros. Beaudoin (1980) ha compilado
estos datos, y establecié en tablas como se va desarrollando el embrién desde etapas
tempranas, y hasta cerca del término. Esto permiti6 a New (1978) y otros autores a
desarrollar el sistema de cultivo de embriones en medios semi-sintéticos, donde la
base es suero de rata normal, ya sea macho o hembra; por lo general, por razones

éticas se obtiene el suero a partir de ratas “pies de cria” retirados.

El desarrollo y crecimiento de los embriones del grupo control fueron ligeramente
menores a los descritos en la literatura, como lo reporté previamente Chirino (2007);
quien compar6 estadisticamente embriones de 11.5 dias de edad gestacional con
embriones de 10.5 dias cultivados por 24 h, y no encontré diferencias. Ahora bien,
analizando el comportamiento de embriones sometidos a elevada glucosa, se encontré
un desarrollo total anormal: comparado con el grupo control se obtuvo un menor
tamafio del didmetro, menor nimero de somitas, menor longitud cefalocaudal, y un
tubo neural abierto en la gran mayoria de los embriones observados, por mencionar
algunos parametros. La diabetes mellitus causa en humanos y en ratas alteraciones
del desarrollo similares (Ornoy et al., 2015; Polanco et al., 2005), y desde hace cerca
de 40 aflos se sabe que en cultivo la glucosa en exceso causa un indice de
malformaciones elevado (Sadler, 1980ab). Nuestro grupo de investigacion ha logrado
reproducir estos eventos (Chirino, 2007; Gaona, 201; Reyes, 2019), y aun cuando no
se sabe el mecanismo mediante el cual las poliaminas mejoran el desarrollo
embrionario, las hipétesis propuestas por otros autores mencionan que puede ser
debido a que inhiben la glicosilacion, regulan la sintesis de proteinas, interactian con
acidos nucleicos y los protegen de dafio oxidativo, entre otros efectos subcelulares y
moleculares (Chattopadhyay et al., 2003; Gomez-Gallego et al., 2008;Wang et al.,
2012).
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En investigacion clinica, se ha determinado que las principales malformaciones son 1)
alteraciones a nivel sistema nervioso central, 2) cardiopatias congénitas, 3)
alteraciones musculo-esqueléticas, y 4) malformaciones multiples, es en este Ultimo
donde se puede incluir diversos sindromes y dafios a diversos 6rganos; de éstas, las
malformaciones a nivel de sistemas nervioso y cardiovascular son incompatibles con la
vida los principales defectos a nivel tubo neural tienden a presentarse con una
incidencia mucho mayor que en la poblacién general (Garcia y Garcia, 2009; Morgan
et al., 2008; Nazer et al., 2005; Padrén-Aguilera et al., 2019; Patifio, 2008; Restrepo,
1992; Vinceti et al., 2014).

Con respecto a los tratamientos con espermidina o espermina, se encontré un efecto
de revestimiento de los dafios, esto debido probablemente a que las poliaminas son
reguladores de algunos factores transcripcionales, sintesis de proteinas, proliferacion
celular, etc. Los resultados indican que las poliaminas cumplen su papel como
reguladores metabdlicos, previniendo un dafio causado por la hiperglucemia en los
medios de cultivo que simulan la condicién diabética de una madre gestante, se
destaca el tratamiento con espermidina, el cual presento mejores resultados, esto se
puede deber a que se ha encontrado que esta poliamina presenta mayor actividad a
nivel genético, pues facilita la compactacion del ADN, ademas de que esta
considerada como imprescindible para la biosintesis del factor iniciador de traduccién
para Eucariotas 5A (elF-5A) (Gémez-Gallego et al., 2008).

Los embriones de los grupos tratados con espermina también presentaron un efecto
protector al igual que los tratados con espermidina, sin embargo esto se vio en menor
medida; la espermina se ha visto involucrada en distintos procesos celulares como
regulacion de transcripcion asi como la interaccion con el ADN para promover la
condensacién y protegerlo de factores ambientales como la desnaturalizacién por
agentes ionizantes y especies reactivas de oxigeno (GOmez-Gallego et al., 2008,
Guasco Herrera et al., 2014; Hussain et al., 2017). Comparando el grupo control, se
logra observar ligeras diferencias, aunque no significativas, estadisticamente
hablando, esto puede deberse al proceso de apoptosis, el cual esta fuertemente ligado
a la espermina, puesto que esta poliamina se encuentra en altas concentraciones

modulando respuestas inflamatorias o de destruccion (Seiler y Raul, 2005).

Ahora bien, con respecto al SOX 2, se ha podido identificar en trabajos previos que
esta presente en el proceso de desarrollo neuronal, su expresion ha sido identificada

desde etapas de desarrollo embrionario tempranas, principalmente en el desarrollo del
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sistema nervioso central (Mercurio et al., 2022); en este estudio, se encontré en los
embriones con tratamiento con poliaminas, una expresion de la proteina en el tubo
neural similar a la del grupo control, y una menor expresion en los embriones del grupo
glucosa, lo cual es consistente con lo mencionado por Mercurio et al. (2022), quienes
sefialan que las alteraciones de SOX 2 en el desarrollo embrionario pueden causar
defectos a nivel sistema nervioso central, incluyendo el campo de vision, dafios en el
hipocampo, discapacidad intelectual y problemas de control motor; los resultados aqui
presentados sugieren que el retraso en el desarrollo embrionario y las malformaciones
encontradas en embriones bajo tratamiento con glucosa, se pueden correlacionar con

una menor expresion en las regiones neurales.

El gen SOX 2 ha sido identificado a lo largo de la vida de los organismos, su expresién
ha sido detectada desde el desarrollo embrionario temprano hasta la etapa adulta; se
ha demostrado que SOX 2 estd presente a lo largo de la embriogénesis desde la
formacion de la placa neural desde la etapa en que se diferencia del ectodermo, el
cierre de tubo neural y proliferacion de las neuronas y formacién de vainas de mielina
a lo largo del eje rostro caudal, y en la etapa adulta a lo largo de las células troncales

del sistema nervioso central (Ellis et al., 2004).

El gen SOX 2 esta fuertemente relacionado con las células troncales, se ha
demostrado que el gen es necesario para diferenciacion del ojo y el cerebro en el
desarrollo embrionario, en el cultivo in vitro, una deficiencia de células troncales
deficientes en la expresién de SOX 2, se ha visto relacionada a una mayor tasa de
aborto asi como el retraso en la migracion de interneuronas especificas: interneuronas
corticales e interneuronas de los bulbos olfatorios (Pevny y Nicolis, 2010). La
expresion alterada de SOX 2 no solo afecta directamente a las células en las que se
expresa SOX 2, sino que al momento que el gen también actla como sefalizador
debajo de otros genes, afecta otras rutas de diferenciacién celular (Cavallaro et al.,
2008). Esto ultimo concuerda con los datos obtenidos en este estudio, pues al verse
disminuida la expresion en los resultados de la inmunohistoquimica, también se vieron
disminuidos los resultados del score morfolégico, pudiendo decir que, en este estudio,
el tener una menor expresion del gen, el desarrollo morfolégico de los embriones

estard correlacionado a esta expresion.

La expresion del gen SOX 2 debe ser precisa y regulada, como ya se ha dicho
anteriormente, la baja expresion de este gen causa un mal desarrollo embrionario, sin

embargo una sobreexpresion también causa problematicas, se ha encontrado que el
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Sox 2 también estd asociado con la tumoracién y metéstasis (Chaudhary et al., 2019),
més a futuro habria que evaluar si la diabetes mellitus no causa otro tipo de
alteraciones que lleguen a causar una sobreexpresion del gen y activen los
mecanismos de defensa, es decir una apoptosis en el embrion. Adicionalmente, se
noté durante la obtencion de embriones post-cultivo, que en el grupo con glucosa
habia una mayor proporcion de embriones con degeneracion, lo que refuerza los

resultados aqui obtenidos.
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9 CONCLUSIONES

Las poliaminas espermina y espermidina revierten en gran medida las afectaciones
morfolégicas causados por las altas concentraciones de glucosa, en embriones de rata
de dia 10.5 gestacional post-cultivo.

El cultivo de embriones de rata de dia 10.5 gestacional suplementado solamente con

glucosa esté directamente relacionado con los dafios en el desarrollo embrionario.

La presencia del gen Sox-2 en los embriones de dia 10.5 cultivados 24 h en un medio

con alta glucosa se ve directamente afectado, disminuyendo su actividad.

En embriones de dia 10.5 de desarrollo embrionario y cultivados 24 h en un medio con
alta glucosa y suplementado con poliaminas espermina y espermidina, la presencia del
gen Sox-2 se encuentran diferencias significativas en la actividad del gen, comparando

con el grupo con alta glucosa
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