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IV. RESUMEN

La neurogénesis cortical es un proceso en donde las etapas celulares de
proliferacion y diferenciacion ocurren en periodos especificos que estan
determinados por la expresion de factores de transcripcion y por la accién de
moléculas extracelulares. En la rata, la mayor expresion y densidad reportada para
el receptor a histamina Hi (RH1) coincide con el inicio de la diferenciacion neuronal,
en el dia embrionario (E) 12 (E12). Ademas, la activacion del RHz1 in vitro aumenta
la diferenciacion neuronal del fenotipo Forkhead Box P2 (FoxP2), mientras que, su
bloqueo in vivo disminuye la diferenciacion de neuronas FoxP2*. FoxP2, ademas de
ser marcador de neuronas de la lamina profunda, es un factor de transcripcion que
durante la corticogénesis participa en la transicion de células troncales neurales
(CTN) a progenitores intermedios, y en la adquisicion del compromiso neuronal para
el establecimiento de las laminas profundas de la corteza cerebral.

De manera interesante, la diabetes materna promueve alteraciones durante la
corticogénesis, entre las cuales se han reportado el incremento del RH1, de la
proteina de FoxP2 nuclear presumiblemente en las CTN y de marcadores
neurogénicos en E14. El bloqueo farmacolégico de RHien E12 previene el aumento
de la neurogénesis y de FoxP2 nuclear en embriones de madres diabéticas. EI RH1,
es un receptor acoplado a una proteina Gag/11, que a través de segundos mensajeros
activa a las PKC, un tipo de enzimas que regula la funcion de diversas proteinas a
través de la fosforilacién. En un andlisis bioinformatico identificamos sitios putativos
de fosforilacion de PKC en regiones cercanas a las secuencias de localizacién
nuclear de FoxP2; esto, junto con el efecto del bloqueo de RHi en la localizacién
celular de FoxP2 observado en el telencéfalo dorsal de embriones en el E14
expuestos a alta glucosa, sugiere que la translocacion nuclear de FoxP2 podria
estar regulada por la activacién de RH.

Por lo anterior este trabajo tuvo como objetivo evaluar cambios en el nivel de FoxP2
nuclear, cambios en la expresion de PKC clasicas y PKCS3, y analizar la posible
participacion del RHi1 en el nivel de actividad de la PKCa en el telencéfalo de
embriones de rata diabética de E12 a través de la administracion sistémica de
clorfeniramina a las ratas hiperglucémicas en E12.

Los resultados muestran que el neuroepitelio cortical de embriones en E12 de ratas
diabéticas presenta un incremento en la expresion de PKCa y PKC3, un aumento
de la forma activa de PKCa que fue parcialmente prevenida por la clorfeniramina, y
un aumento de la proteina de Sox9. Los resultados sugieren que la hiperglucemia
promueve una mayor actividad de PKCa debido en parte a una mayor actividad del
RH1, fendmeno que podria ser responsable de una mayor translocacién nuclear de
FoxP2 y consecuentemente una mayor neurogénesis en el diabético.
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V. ABSTRACT

Cortical neurogenesis is a process where the cell proliferation and differentiation
occur in specific periods determined by expression of transcription factors and action
of extracellular molecules. In the rat, the highest expression and density reported for
histamine type 1 receptor (H1iR) coincides with the start of neuronal differentiation
(E12). Furtehremore, it has been recently reported that HiR activation increases
FoxP2* neuronal differentiation in vitro, while its in vivo blockade decreases the
differentiation of FoxP2* neurons. FoxP2, in addition to being a marker for deep layer
neurons, is a transcription factor that during corticogenesis promotes the transition
from neural stem cells (NSCs) to intermediate progenitors for the generation of deep
layers cortical neurons.

Interestingly, maternal diabetes promotes alterations during corticogenesis, among
which are the increase in: RH1 expression, nuclear FoxP2 protein presumably in
CTN, and in neurogenic markers at E1. In contrast the pharmacological blockade of
RH:1 at E12 prevents the increased neurogenesis and nuclear FoxP2 in embryos of
diabetic mothers. RH1 is a Gag/11 protein coupled receptor, which through second
messengers activates PKC, an enzyme that regulates the function of various
proteins through phosphorylation. A bioinformatic analysis identified putative PKC
phosphorylation sites in FoxP2 regions close to the nuclear localization sequences,
this together with the effect of RH1 blockade on the cellular localization of FoxP2
observed in the dorsal telencephalon of E14 embryos exposed to high glucose,
suggests that FoxP2 nuclear translocation might be regulated throug RH1 activation.

Therefore, the aim of this work was to evaluate changes in the level of nuclear
FoxP2, in the expression of classical PKC and PKC3, changes in the active form of
PKCa, and to evaluate the possible participation of RH1 in PKCa activity through the
systemic administration of chlorpheniramine to hyperglycemic rats in E12 embryos.

The results showed that in the cortical neuroepithelium of E12 embryos of diabetic
rats showed increased expression of in PKCa and PKC3, an increase in the active
form of PKCa that was partially prevented by chlorpheniramine, and an increase in
Sox9 protein. The results suggest that hyperglycemia promotes increased PKCa
activity due in part to increased RH1 activity, a phenomenon that could be
responsible for increased nuclear translocation of FoxP2 and consequently
increased neurogenesis in diabetics.



VI. INTRODUCCION

1. Lacorteza cerebral

La neocorteza en los mamiferos es una estructura compuesta por multiples subtipos
de células neuronales y gliales organizadas radialmente en seis laminas (I-VI) y
tangencialmente en distintos dominios funcionales, una disposicién que aumenta su
eficiencia en funciones de alta complejidad como el pensamiento, la cognicién y el
comportamiento social (Lui et al., 2011; Florio y Huttner, 2014). Las neuronas que
integran la neocorteza poseen perfiles genéticos, morfolégicos y funcionales Unicos

lo que evidencia la gran diversidad neuronal y funcional.

En general, alrededor del 80% de las neuronas de la corteza cerebral son
excitadoras glutamatérgicas, que nacen durante el desarrollo a partir del
prosencéfalo/telencéfalo dorsal. Los neuroblastos que dan origen a las neuronas
glutamatérgicas migran de manera radial, para formar las laminas de la corteza
cerebral, iniciando por la ldmina (L) multiforme (L-VI), seguida por la piramidal
interna (L-V), la granular interna (L-VI), la piramidal externa (L-1ll) y la granular
externa (L-ll). El 20% restante corresponde a interneuronas GABAérgicas
(neuronas inhibitorias) que migran de manera tangencial desde dos protuberancias
del telencéfalo ventral en desarrollo llamadas eminencias ganglionares media y
caudal (Florio y Huttner, 2014; Lodato y Arlotta, 2015; Greig et al., 2013).

1.1 Neurogénesis cortical

La neurogénesis cortical se da en la region mas frontal-dorsal del tubo neural y es
un proceso controlado de manera temporal y espacial que inicia durante el
desarrollo temprano del embrion e incluye las etapas celulares de division,
migracion, diferenciacion neuronal, formacion de dendritas y axones,
sinaptogénesis y el establecimiento de la conectividad neuronal. El proceso de
neurogénesis inicia a partir de un epitelio simple conformado por células troncales
neurales (CTN), un tipo celular multipotente que posee dos caracteristicas
principales, la autorrenovacion a través de la division simétrica proliferativa y la

capacidad de generar tipos celulares especializados del sistema nervioso central



(SNC) a través de las divisiones asimétricas o simétricas no proliferativas (Gage,
2000; He et al., 2009).

En la rata, la corticogénesis inicia a partir del E10 cuando las CTN expanden su
poblacién a través de divisiones simétricas asincronicas en la superficie de la zona
ventricular (ZV) y que al migrar a lo largo del eje apical-basal forman un epitelio
estratificado dando origen a otro tipo de CTN, la glia radial (GR), que se caracteriza
por su morfologia polarizada, mostrando uniones basales y apicales a la superficie
ventricular y la superficie pial, respectivamente. El proceso apical funciona como
andamio migratorio y el proceso basal participa en la autorrenovacion de las CTN
(Figura 1; Clancy et al., 2001; Bergstréom y Forsberg-Nilsson, 2012; Taverna et al.,
2014; Fish et al., 2008).

Durante el desarrollo embrionario, se han empleado como marcadores de GR a los
factores de transcripcidbn Sox9, Sox2 y Pax6, debido a su funcién sobre el
mantenimiento de esta poblacién y al patrén de division que promueven. De manera
interesante, la orientacion del huso mitdtico con respecto al lumen ventricular
determina el tipo de divisidn, de tal manera que la orientacion vertical dara lugar a
divisiones simétricas, mientras que la orientacién horizontal u oblicua dara lugar a
divisiones asimétricas (Mora-Bermudez et al., 2014; Shitamukai et al., 2011; Mora-
Bermudez y Huttner, 2015).

El primer tipo celular especializado en diferenciarse es el neuronal, generado de
manera directa de la GR a través de divisiones asimétricas, o de manera indirecta
a través de progenitores intermedios (PI), un tipo celular restringido al linaje
neuronal. Los Pl también tiene un ciclo celular activo que le permite amplificar el
namero de neuronas dentro de la corteza cerebral, y se distingue por la expresion
de Tbr2, un factor de transcripcién requerido para la diferenciacién oportuna de las
neuronas glutamatérgicas (Greig et al., 2013; Mora-Bermudez et al., 2014; Mihalas
et al., 2016; Bergstrom y Forsberg-Nilsson, 2012; Hevner, 2019).

Para el E11 la GR dara origen a neuronas que formaran una estructura transitoria

denominada preplaca que al estratificarse dara origen a la subplaca y a la zona
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marginal. La subplaca es una estructura cortical transitoria que tiene un papel
esencial en el establecimiento de circuitos intra y extracorticales; mientras que la
zona marginal contiene una poblacion celular de gran importancia para la migracion
de los neuroblastos, las células de Cajal-Retzius (CR), que se caracterizan por
expresar Reelina, una glicoproteina de matriz extracelular que es una sefal de alto

para la migracion de los neuroblastos (Kwan et al., 2012; Gil-Sanz et al., 2013).
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Figura 1. Corticogénesis en la rata. A) Linea temporal de los eventos que dan lugar a la corteza
cerebral a partir del telencéfalo dorsal en embriones de rata. Se muestran los tipos celulares
generados a partir de divisiones simétricas y asimétricas de las células progenitoras (verde). SVZ,
zona subventricular; VZ, zona ventricular. Modificado de Paridaen y Huttner, 2014. B) Curso
temporal de la neurogénesis cortical. Las edades embrionarias (E) y postnatales (P) se indican en la
parte inferior y corresponden al periodo de proliferacion en la ZV y ZSV (morado v lila), y los
momentos de diferenciacion de cada lamina cortical. PP, preplaca; ZM, zona marginal; ZV, zona
ventricular; ZSV, zona subventricular; SP, subplaca; L, lamina de la corteza cerebral. Construido a
partir de Clancy et al., 2001. Translating developmental time across mammalian species, en
http://translatingtime.org/
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La diferenciacién neuronal inicia en E12 y sigue un patron de laminacién cortical de
adentro hacia afuera, en donde las primeras neuronas en diferenciarse son las
neuronas de proyeccion corticotalamica que integraran a la L VI y pueden ser
identificadas por la expresion de Tbrl y FoxP2 quienes dan la identidad a este tipo
celular. Posteriormente, la generacién de las neuronas de proyeccion subcerebral
conformaran la L V y estéa determinado por la expresion de Fezf2 y Ctip2. Para E16
la expresidon de Cuxl, Cux2 y Satb2 favorecen la generacibn de neuronas
estrelladas espinosas y neuronas de proyeccion cortical que integraran alas L IVy
L 1I/lll, respectivamente (Gaspard y Vanderhaeghen, 2011; Greig et al., 2013;
Martynoga et al., 2012; Dominguez et al., 2013).

Posterior a la diferenciacion comienza la maduracion neuronal, la cual puede ser
identificada por la expresion de la proteina MAP2 que promueve el ensamblaje, la
estabilidad y la inhibicion de la polimerizacion de los microtubulos, y participa en la

generacion de las neuritas (Goedert et al., 1991).

En resumen, la relacion de las subpoblaciones de CTN y PI con respecto a la
polaridad celular, la orientacion del huso mitético, el patron de division celular y los
destinos neuronales adquiridos por las células hijas durante periodos especificos de
la neurogénesis cortical estdn determinados por la expresion de factores de
transcripcion y por la accién de moléculas extracelulares que en conjunto, regulan
vias especificas que permiten la correcta formacion y funcionamiento de la corteza
cerebral. La perturbacion de las sefiales implicadas en la neurogénesis se ha
relacionado con la patogenia de enfermedades del neurodesarrollo postnatal, sin

embargo, los mecanismos implicados no han sido dilucidados en su totalidad.

2. La histamina en la corticogénesis

El sistema histaminérgico es de los primeros sistemas de neurotransmisores en ser
detectado durante el desarrollo embrionario de la rata, donde las responsables de
la sintesis de HA fetal es una poblacion de neuronas positivas a histamina (HA) y
serotonina que se localizan en el mesencéfalo y el rombencéfalo, denominado

sistema histaminérgico transitorio. Para E18, estas neuronas mantendran
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Unicamente el fenotipo celular serotoninérgico por lo que dejaran de producir HA 'y
conformaran el nucleo del rafe en el cerebro adulto (Auvinen y Panula, 1988;
Vanhala et al., 1994).

En el prosencéfalo de rata, la mayor concentracion de HA (cinco veces mayor a la
reportada en el cerebro adulto) se da entre el E14-E16, y esta disminuye
paulatinamente para el E20, donde alcanza la concentracion reportada en el adulto.
La alta concentracion de HA embrionaria se le ha atribuido al sistema histaminérgico
transitorio, al paso de la amina a través de la barrera materno-fetal, y a la sintesis
por la placenta (Auvinen y Panula, 1988; Wada et al., 1991; Vanhala et al., 1994;
Molina-Hernandez et al., 2013; Solis et al., 2017).

La HA ejerce su funcion al activar a receptores acoplados a proteinas G (RH1, RHz,
RHs y RH4). Durante la corticogénesis se ha reportado la expresion de RHi1 y RH2
desde el E12, mientras que el RHz a partir del E14. De manera interesante, la mayor
expresion del RH: y la alta concentracion de HA coinciden con el inicio y el pico
neurogénico, respectivamente (Vanhala et al., 1994; Solis et al., 2017; Héron et al.,
2001). Lo anterior sugiere que esta amina biogénica participa en el neurodesarrollo
como lo han planteado algunos estudios in vivo e in vitro (Molina-Hernandez vy
Velasco, 2008; Molina Hernandez et al., 2013).

La HA estimula la proliferacién de las CTN y la neurogénesis a través de la
activacion diferencial de RHzy RHz, respectivamente. En particular el RH1 en la rata
es una proteina membranal de 486 aminoacidos y esta organizado en un dominio
amino terminal extracelular, siete dominios transmembranales y un dominio
carboxilo terminal intracelular, acoplado a la proteina Gag:11, por lo que su activaciéon
por unién de su ligando endégeno o por actividad constitutiva, promueve la hidrdlisis
de la proteina Gaga1, la activacion de la fosfolipasa CB (PLCP), y la consecuente
hidrolisis de fosfolipidos de membrana para generar dos segundos mensajeros, el
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a receptores
localizados en la membrana de reticulo endoplasmico promoviendo la liberacion de
Ca?* intracelular, mientras que el DAG activa a las proteinas cinasa C [PKC] (Haas
et al., 2008; Molina-Hernandez et al., 2012). Se ha reportado en otros sistemas que
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tanto la PKCa como la PKC& pueden activarse a través del RH:1 (Figura 2; Megson

et al., 2001; Mizuguchi et al., 2021).
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Figura 2. Via de seiializacion del RH;. HA, histamina; PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; IP3, 1,4,5-
trifosfato de inositol, RE, reticulo endoplasmatico.

De manera interesante, y como ya se menciong, en la rata la mayor expresion y
densidad reportada para el RH1 coincide con el inicio de la corticogénesis (E12), lo
que sugiere que el RH1 tiene un papel importante en este proceso (Solis et al., 2017;
Marquez-Valadez et al., 2019). Esto es apoyado por evidencia que muestra que la
activacion de RH1 en CTN en proliferacién aumenta la diferenciacion neuronal del
fenotipo de lamina profunda FoxP2 (Figura 3A), mientras que, la inyeccion
intrauterina de clorfeniramina (antagonista/agonista inverso del RH1) en el lumen
ventricular de embriones de rata E12 disminuye tanto la diferenciacion neuronal del
fenotipo FoxP2 en el neuroepitelio cortical E14 (Figura 3B), y la administracion
sitémica a ratas diabéticas previenela neurogénesis incrementada en embriones de
E14 (Molina-Hernandez y Velasco, 2008; Molina-Hernandez et al., 2013; Solis et
al., 2017).

Al parecer, el RH1 promueve el compromiso neuronal al aumentar la expresion de
factores relacionados con la diferenciacion glutamatérgica Ngnl, Prox1 y de los

receptores al factor de crecimiento fibroblastico FGFR2-IIIC y FGFR3, y a un
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aumento en las divisiones asimétricas de las CTN (Rodriguez-Martinez et al., 2012).
Ademas, la funcionalidad de la via del RH1 se ha demostrado por los transitorios de
Ca?* intracelular generados por la activaciéon del receptor en CTN (Molina-
Hernandez et al., 2013).
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Figura 3. El RH; incrementa la diferenciaciéon neuronal del fenotipo FoxP2 in vitro e in vivo. A)
lzquierda, grafica del porcentaje de neuronas positivas para FoxP2 a partir de CTN in vitro en
condiciones control (-HA), 100 uM de histamin (HA), HA + Clorph (clorfeniramina) y solo Clorph.
Derecha, micrografias de las inmunoflorescencias para FoxP2 (verde), MAP2 (rojo) y los nucleos
contrateiiidos con Hoechst (azul). B) lzquierda, nivel de corte coronal usado para realizar las
inunofuorescencias en tejido E14 de rata, la zona enmarcada en rojo representa el area fotografiada.
Derecha, micrografias de las inmunhistofluorescencias para FoxP2 (verde), BllI-tubulina (rojo) y los
nucleos tefiidos con Hoechst (azul) en el neuroepitelio cortical de embriones de ratas control e
inyectados de manera intrauterina con clorfeniramina (25 pg) en el lumen ventricular en E12.
Tomado de Molina-Hernandez et al., 2013.

Por otro lado, estudios a largo plazo del efecto de la clorfeniramina durante el
embarazo mostraron una citoarquitectura cortical aberrante, efectos adversos sobre
la morfologia dendritica y la excitabilidad de las neuronas de la ldmina profunda de
la corteza motora primaria (Valle-Bautista et al., 2022). Lo anterior es evidencia
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contundente de que la HA a través de la activacion del RHi participa en la
diferenciacion neuronal durante la corticogénesis temprana (E12-E14) y en el

establecimiento de las laminas profundas de la corteza cerebral.

En conjunto los datos con relacion al efecto del RH1 a corto y largo plazo sugieren
que un desequilibrio del sistema histaminérgico transitorio podria participar, con
otros sistemas, en la programacion fetal para trastornos cognitivos en la etapa
postnatal, en este sentido, una patologia materna asociada es la diabetes durante

la gestacion.

3. Ladiabetes maternay el desarrollo del sistema nervioso central

La diabetes durante el embarazo, una de las alteraciones metabdlicas mayormente
reportadas en el humano, tiene implicaciones significativas en la relacién materno-
fetal y se ha relacionado con deficiencia en funciones cognitivas como el movimiento
fino, y el lenguaje en el producto (Ornoy et al., 1998, 1999, 2001; Nelson et al., 2000;
Dionne et al., 2008; Fraser et al., 2012; Bolafios et al., 2015). No obstante, existen
reportes en donde declaran que dicha relacion no existe (Persson y Gentz, 1984;
Rizzo et al., 1995) o incluso reportan que un ambiente hipoglucémico puede ser
benéfico (Veena et al., 2010). Lo anterior podria depender del nivel de control
glucémico o de otros aspectos relacionados con el nivel educativo familiar y la
estimulacién temprana (Nomura et al., 2012). Dado el debate, y a que otras
patologias neuroldgicas como el autismo y la esquizofrenia, se han relacionado con
la diabetes gestacional, es de especial relevancia esclarecer esta discrepancia en

sistemas controlados en mamiferos.

Estudios realizados en modelos murinos de diabetes materna, han reportado que la
hiperglucemia promueve cambios en la expresion de genes relacionados con la
proliferacion y diferenciacion celular, asi como una neurogénesis incrementada en
el cerebro en desarrollo (Jiang et al., 2008; Pavlinkova et al., 2009; Fu et al., 2006;
Xu et al., 2013; Solis et al., 2017; De La Merced-Garcia, 2019). Sin embargo, la
mayoria de los reportes usan embriones con defectos del tubo neural o hacen un

pool de embriones con y sin estos defectos, lo que dificulta el establecimiento de
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relaciones entre los cambios en la expresion génica durante el desarrollo

embrionario y el deterioro posnatal de funciones cognitivas y motoras.

Con relacion a lo anterior, se han reportado datos contradictorios del efecto de la
hiperglucemia en la proliferacion y diferenciacion celular. Por un lado, se ha descrito
un aumento de la proliferacion celular sin afeccion sobre la muerte celular, que
promueve el engrosamiento y la deformacion del telencéfalo en embriones de
ratones diabéticas (E11.5; Fu et al., 2006; Liao et al., 2004); mientras que otros, han
reportado que no hay cambios en la proliferacion celular y si un aumento en la
muerte celular o incluso, reportan una disminucién en la proliferacion celular
(Gareskog et al., 2007; Xu et al., 2013). Lo anterior puede deberse a cambios sutiles
en las ventanas de tiempo estudiadas o al uso indiscriminado de embriones con y

sin defectos del tubo neural y al tipo de defecto que se desarrolle.

Aunqgue la corticogénesis, es el proceso mas estudiado durante el desarrollo tanto
en condiciones patoldgicas como sanas, pocos estudios han analizado el efecto de
la hiperglucemia en embriones sin defectos del tubo neural. Fu y colaboradores
(2006), mostraron in vitro que las CTN aisladas del telencéfalo dorsal de embriones
de ratdbn E13 expuestas a alta glucosa (30 mM) y el neuroepitelio cortical de
embriones E14 de raton diabética presentan una reduccién de la proliferacion
celular, y un aumento en la diferenciacién neuronal y en la muerte celular, sin
embargo, las imagenes reportadas sugieren que esto se da en embriones con
defectos del tubo neural por la mayor presencia de pliegues en el neuroepitelio

embrionario.

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo, al evaluar embriones en E14 sin defectos
del tubo neural de rata diabética reportdé un incremento en la diferenciaciéon y
maduracién neuronal en el telencéfalo dorsal (Figura 4A-B). Lo anterior, en conjunto
con datos del laboratorio no publicados, muestran un aumento en la expresion de
FoxP2 y de la proteina nuclear, lo cual sugiere una mayor generacion de neuronas
de lamina profunda. Adicionalmente, ensayos de inmunofluorescencia muestran
gue el incremento en FoxP2 es mas evidente en la ZV, region donde se localizan

las CTN en proliferacion, lo que sugiere una funcion activa de FoxP2 como factor
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de transcripcién en las CTN o una migracion alterada de las neuronas FoxP2* en el
modelo de diabetes materna (Solis et al., 2017; De La Merced-Garcia, 2019).
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Figura 4. La diabetes materna incrementa la diferenciacion y maduracién neuronal. A)
Micrografias de la Inmunodeteccion de MAP2 (rojo) y los nucleos tefiidos con DAPI (azul) en el
neuroepitelio cortical de embriones E14 de rata control y diabética. B) Izquierda, Western blot para
MAP2 (isoforma pequefia ~70 kDa e isoformas pesadas >260 kDa). Derecha, analisis de
densitometria de la isoforma pequefia. Tomado de Solis et al., 2017.

Una vez mas, el incremento de la neurogénesis y el aumento de FoxP2 nuclear en
la condicion hiperglucémica son prevenidos por el bloqueo farmacolégico del RH1 a
través de la inyeccion sistémica de clorfeniramina en E12 (De La Merced-Garcia,
2019). De manera interesante, el prosencéfalo dorsal de embriones de rata
diabética presenta una expresion incrementada del RH1 (Figura 5A-B) lo que, en
conjunto con el efecto de la clorfeniramina en este modelo, sugieren que la alta
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expresion del RH1 podria ser en parte responsable de la neurogénesis incrementada
en la corteza de embriones expuestos a alta glucosa (Solis et al., 2017), ya sea por

Su activacion constitutiva o por ligando.
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Figura 5. La diabetes materna incrementa la expresion y el nivel de proteina del RH; en el
neuroepitelio cortical. A) Expresién relativa de RH; y B) Andlisis de densitometria y transferencia de
Western blot de la proteina correspondiente al RH; en el neuroepitelio cortical de embriones E12
control y provenientes de madres diabéticas. Tomado de Solis et al., 2017.

Se ha reportado que, en sistemas de expresion heteréloga o en condiciones en las
gue hay un incremento en la expresion del receptor, como las alergias, el RH:
presenta actividad constitutiva (Bakker et al., 2000; Nijmeijer et al., 2010). La alta
expresion del RH1 en el neuroepitelio cortical de embriones de rata diabética
sugieren que durante la corticogénesis este receptor podria presentar actividad
constitutiva y por consiguiente una mayor actividad en la via de transduccion de
sefales, la cual podria estar relacionada con una mayor translocacion nuclear de
FoxP2 en CTN, y consecuentemente una mayor neurogeénesis. Una hipotesis que

debe ser evaluada.

24



4. El factor de transcripcion FoxP2

FoxP2 pertenece a la familia de factores de transcripcion “Forkhead box” (Fox) que
se caracterizan por conservar evolutivamente el dominio Forkhead, una region de
~100 aminoacidos organizados en forma de winged helix (hélice alada) que le
permite unirse a la region promotora de sus blancos transcripcionales. Dentro de
esta familia se encuentra la subfamilia “Forkhead box P” (FoxP), que se diferencia
del resto por tener en el dominio Forkhead cerca del extremo C-terminal y presentar
elala 1 truncay el ala 2 en forma de hélice en lugar de bucle (Kaestner et al., 2000;
Jackson et al., 2010).

En la rata, el gen que codifica a Foxp2 se localiza en el cromosoma 4921 (Gene ID:
500037, https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/500037) y codifica un mensajero que
puede generar isoformas por splicing alternativo, siendo su isoforma principal una
proteina de 710 aminoacidos. A nivel estructural se ha reportado que los factores
de transcripcién FoxP requiere de la formacion de dimeros para ejercer su funcion,
generando una variedad de combinaciones con distintas afinidades al DNA, lo que
le permite tener una gran cantidad de blancos transcripcionales (Kaestner et al.,
2000; Jackson et al., 2010).

FoxP2 tiene un papel fundamental como regulador génico, un proceso que asegura
gue se expresen ciertos genes en momentos apropiados. Durante el desarrollo del
SNC, FoxP2 funciona preferencialmente como un represor transcripcional y tiene
como blancos genes que conducen al mantenimiento de las CTN, por lo tanto, su
actividad favorece procesos celulares que van desde la diferenciacion neuronal
hasta el desarrollo de circuitos implicados en el lenguaje y la actividad motora. En
el adulto, favorece la activacion de genes implicados en el desarrollo dendritico y la
sinaptogénesis, lo que indica que FoxP2 actia como un represor y un activador
transcripcional dependiendo el contexto (Spiteri et al., 2007: Vernes et al., 2007;
Vernes et al., 2011).
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4.1 Funcién de FoxP2 en la Corticogénesis

Una de las estructuras cerebrales donde FoxP2 esta implicado en procesos
ontogenéticos relevantes, es la corteza cerebral (Spiteri et al., 2007; Vernes et al.,
2007, 2011; Hisaoka et al., 2010; Tsui et al., 2013; Chiu et al., 2014; Garcia-Calero
et al., 2016; Chen et al., 2016). En murinos, se ha reportado que FoxP2 se expresa
a lo largo del neuroepitelio cortical, tanto en CTN (Pax6*) como en PI (Tbr2*; Figura
6A-B), sin embargo, difieren en su nivel de expresion (Tsui et al., 2013; De La
Merced-Garcia, 2019). Conforme progresa el desarrollo su expresion se restringe a
las ldminas profundas V — VI de la corteza cerebral (Figura 6C), manteniendo su
expresion en el adulto en las neuronas de proyeccion cortico-talamicas de L VI'y en
neuronas de proyeccién subcerebral de la LV de la corteza frontal, parietal y occipital

(Ferland et al., 2003).
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Figura 6. Expresion de FoxP2 en la corteza cerebral de raton. Ay B) Microfotografias de microscopia
confocal de las inmunofluorescencias para FoxP2 (rojo) y Pax6 (verde en A) o Thr2 (verde en B) en
el neuroepitelio cortical de raton E12.5. Tomada de Tsui et al., 2013. C) Micrografias de hibridacién
in situ para el mMRNA de FoxP2 que muestran la expresion espaciotemporal en diversas etapas del
desarrollo cortical. E, dia embrionario; P, dia Postnatal; CP, placa cortical; L, ldmina cortical. Tomada
de Ferland et al., 2003.
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Estudios in vivo e in vitro muestran que FoxP2 durante la corticogénesis temprana
promueve la transicion de CTN a PI, y favorece la adquisicion del compromiso
neuronal para el establecimiento de las laminas profundas de la corteza cerebral
(Tsui et al., 2013; Chiu et al., 2014). Aunque se desconocen los mecanismos a
través de los cuales FoxP2 regula la neurogénesis, se ha sugerido que el efecto de
su disminucién durante la corticogénesis promueve un incremento de la expresion
de N-cadherina y consecuentemente un aumento de las uniones adherentes de las
CTN en la zV, fendmeno que favorece la autorrenovacion y la polaridad de estas

células (Rousso et al., 2012).

En la medula espinal, FoxP2 reprime la expresion de N-cadherina, lo que conlleva
a la pérdida de las uniones adherentes (Rousso et al., 2012; Kadowaki et al., 2007;
Zhang et al., 2010). Por otro lado, FoxP2 al promover la transcripcion del gen de
Discl (una proteina que regula la neurogénesis embrionaria, ya que se requiere
para la proliferacion celular en la ZV y ZSV), disminuye la proliferacion simétrica de
las CTN y aumenta la poblacién de PI, lo que conllevard a un aumento de la
diferenciacion neuronal (Walker et al., 2012; Wu et al., 2017; Mao et al., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que FoxP2 patrticipa en la diferenciacion, maduracion
y migracion radial de los neuroblastos, a través de la regulacién positiva de sus
blancos implicados en estos procesos, como son MAP2, Dcx, Gap43, Nav2, Nedd9
y miR-9-2 (Clovis et al., 2012; Devanna et al., 2014). Lo anterior pone en evidencia
que durante la corticogénesis temprana FoxP2 regula de manera directa o indirecta
la neurogénesis, un proceso que, de verse afectado, perturbara el nimero y fenotipo
neuronal cortical, y la formacién de circuitos corticales, lo que podria ser la base de

diversos trastornos del neurodesarrollo.

4.2 La fosforilacion como regulador de la translocacion nuclear

Una forma de regular dindmicamente la actividad de los factores de transcripcion es
a través de las modificaciones postraduccionales. En particular, la fosforilacién

afecta el transporte nuclear de las proteinas debido a cambios electrostaticos en los
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aminoacidos que promueven un cambio conformacional de la proteina,
favoreciendo la exposicion de las secuencias de localizacion nuclear, su

reconocimiento por importinas y su movilizacion al ndcleo (Nardozzi et al., 2010).

Hasta el momento se desconoce el mecanismo de translocacion nuclear de FoxP2,
sin embargo, se ha demostrado que la fosforilacion promueve la localizacion nuclear
de otros miembros de la familia Fox, por ejemplo: FOxO3A, FoxO4 y FoxML1. De tal
manera que, la fosforilacion en aminoacidos dentro de la secuencia de localizacion
nuclear de FOxO3A promueve su ingreso al nucleo, mientras que su fosforilacion en
las secuencias de exportacion nuclear lo transporta al citoplasma para su
degradacion. Por otro lado, la fosforilacion por JNK en condiciones de estrés
oxidativo de FoxO4 promueve su translocacion nuclear (Coomans de Brachéne y
Demoulin, 2015; Essaghir, et al., 2009). Por ultimo, la translocacion nuclear de
FoxM1, conocido por su funcién en la progresién del ciclo celular durante la mitosis,
depende de la fosforilacion por la via de sefalizacion Raf/MEK/MAPK, ya que la
inhibicion farmacoldgica de esta via promueve un incremento de este factor de

transcripcion en extractos citoplasmaticos (Ma et al., 2010).

FoxP2 presenta dos secuencias de localizacion nuclear, una antes y otra dentro del
dominio Forkhead (Figura 7A). Dado que mutaciones o deleciones en el dominio
Forkhead inhibe su translocacién nuclear (Mizutani et al., 2007; Chu et al., 2011;
Stroud et al., 2006; Blane et al., 2018), sugerimos que, en la rata, la fosforilacion de
la serina 580 que se localiza en la secuencia de localizacién nuclear (Figura 7B)

podria ser esencial para la translocacion nuclear de este factor de transcripcion.

Lo anterior, en conjunto con el hecho de que la serina 580 es un sitio putativo de
fosforilacién por PKC, una enzima que es activada por la via de transduccién de
sefales del RH1, sugiere que el incremento de FoxP2 nuclear en los embriones del
modelo de diabetes materna, es debido a un aumento en su fosforilacion y que este
sea el mecanismo de regulacion de este factor de transcripcion (De La Merced—

Garcia, datos no publicados).
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Figura 7. Sitios putativos de fosforilacion por PKC. A) Representacién grafica de los principales
dominios de FoxP2. B) Localizacion de los 29 sitios putativos de fosforilacién por PKC obtenidos por
un andlisis bioinformatico usando los programas NetSurfP y NetPhos. Poli-Q, cola de poliglutaminas;
ZnFn, dedos de zinc; NLS, secuencia de localizaciéon nuclear. De La Merced-Garcia, datos no
publicados.

5. Proteinas Cinasas C (PKC)

La familia de las PKC comprende a un grupo de diez enzimas, producto de 9 genes
en los mamiferos, con la capacidad de fosforilar de forma reversible residuos de
serina y treonina en un gran namero de proteinas, por lo que su actividad impacta

en numerosas respuestas celulares (Mochly-Rosen et al., 2012).

Las PKC son enzimas dependientes de lipidos, ya que requieren de la union de
fosfatidilserina para su actividad y como muchas proteinas cinasas, las PKC
contienen una regién reguladora y una regién catalitica (Figura 8). De manera
general, la estructura de las PKC consta de un pseudosustrato, compuesto por
aminoacidos basicos que se asemejan a la secuencia de sustratos consenso, pero
con una alanina en la posicion del sitio fosfoaceptor por lo que, en estado inactivo,
el pseudosustrato ocupa el sitio activo de las PKC (Newton, 2018; Mochly-Rosen et
al., 2012; Geribaldi-Doldan et al., 2019).
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Las PKC cuentan con varios dominios: C1A-C1B y C2, una region reguladora no
conservada, en los que se une el DAG y el Ca?* respectivamente, el dominio C3
gue es la region catalitica de union a ATP que se localiza en el extremo C-terminal,
y el dominio C4 donde se une el sustrato. Cabe sefialar que C3 y C4 son dominios
altamente conservados en la familia PKC. Finalmente, la cola C-terminal es una
secuencia desordenada que tiene una propensién a adoptar una estructura
helicoidal lo que permite que funcione como una estructura de acoplamiento durante
el proceso de maduracion de las PKC y media la localizacion subcelular de estas
enzimas al interactuar con las proteinas adaptadoras (Figura 8; Newton, 2018; Yang
e lgumenova, 2013; Yang et al., 2018; Mochly-Rosen et al., 2012; Geribaldi-Doldan
et al., 2019).

Las PKC se clasifican en tres subfamilias dependiendo de la estructura de sus
dominios (Figura 8), lo que a su vez determina su sensibilidad a los segundos
mensajeros y cofactores requeridos para su activacion. Las clasicas (a, BI, Bll y y)
requieren la unién de DAG y Ca?*, las nuevas (9, €, 8 y ) son activadas Unicamente
por DAG, y las atipicas (A, 1) donde la activacién es independiente de DAG y Ca?*y
tienen un dominio PB1 que regula su actividad a través de interacciones proteina-
proteina (Black y Black, 2012; Mochly-Rosen et al., 2012; Geribaldi-Doldan et al.,
2019).

5.1 Activacion de PKC clasicas y nuevas

Todas las PKC se mantienen en su forma estable y autoinhibida en el citosol,
hasta que se generan los segundos mensajeros DAG y Ca?*, por la activaciéon de
receptores acoplados a proteinas Gq. En las clasicas la unién de estos segundos
mensajeros en los dominios C1 y C2, provocan un cambio conformacional, dejando
a la PKC en estado “abierto” lo que le permite la fosforilacion ordenada de tres
residuos. La cinasa dependiente de fosfoinositol (PDK-1) se une al extremo C-
terminal de la PKC abierta para fosforilar una treonina en el bucle de activacién
desencadenando dos fosforilaciones fuertemente acopladas, una en una treonina

presente en el motivo de giro, y otra en una serina del motivo hidrofébico. Una vez
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fosforiladas las PKC, se encentran en su estado activo y pueden ejercer su funcion
sobre sus proteinas blanco, dado que la activacion es solo transitoria, las PKC
pueden ser desfosforiladas para adoptar su estado autoinhibido o pueden ser
ubiquitinadas para su posterior degradacion (Newton, 2018; Callender y Newton,
2017).

Dominio Regulador . Dominio Catalitico . Activadores

4
4
*
4
4

Bucle de
Pseudosustrato activacion  Motivo de giro

Clasicas Fosfolipidos,
=== [ ~pi— C 3
(0, B BILY) W\P/ \P DAG, CA?

—_— ) — W—’H—’

Unidén de DAG y Unién de Unién Union del .Motilvo.
proteinas fosfolipidos de Sustrato Hidrofdbico
y calcio ATP
Fosfolipidos
Nuevas c2 cla | cib c3 oczl p-p—C olpidos,
(8,&8,n) A A4
Unién de Unién de DAG y Unién Unién del
fosfolipidos proteinas de Sustrato

ATP

Atipicas PB1 c3 0 (o} = p = C Fosfolipidos
(1) N \P/ \P/ P

Union de Unién de Unidn Union del
proteinas DAGy de Sustrato
proteinas ATP

Figura 8. Estructura de las subfamilias de las PKC. Representacion grafica donde se muestran los
dominios reguladores y cataliticos de las PKC clasicas, nuevas y atipicas, asi como los cofactores
requeridos para su activacion. Modificada de Garg et al., 2013.

Como se menciond anteriormente, la via de transduccién de sefales del RH1 genera
como segundos mensajeros DAG y Ca?*, teniendo como blanco la activaciéon de
PKC clésicas y nuevas. La sobreexpresion del RHi1 en la linea celular de ovario de
hamster chino (CHO) promueve una mayor actividad de PKCa lo que favorece el
envio de sefales al nucleo a través de esta cinasa (Megson et al., 2001). Por otra
parte, en la linea celular U-373 MG de glioblastoma, la actividad del receptor
inducida por HA promueve la regulacion positiva de la expresién del RH1 a través
de la actividad de PKC® (Mizuguchi et al., 2021).
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Lo anterior sugiere que, en el contexto diabético, podria estar ocurriendo una mayor
actividad de PKCa y PKCs o ambas, lo que podria tener como resultado el
incremento en la neurogénesis a través de cambios en el patron de division de las
CTN. Sin embargo, dado lo mencionado con anterioridad sugerimos que la

regulacion de la fosforilacion de FoxP2 es debido a PKCa.

De manera interesante, se ha reportado que las PKC pueden regular negativa y
positivamente la progresion del ciclo celular dependiendo del contexto, lo que
implica un alto grado de complejidad con efectos que involucran multiples moléculas
reguladoras del ciclo celular, incluidas ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas e
inhibidores de ciclinas (Black y Black, 2012).

El papel de PKCa y PKC3 sobre el ciclo celular han sido abordados a través del uso
de inhibidores farmacoldgicos selectivos, tecnologia antisentido, o RNAs de
interferencia. Lo anterior ha permitido identificar un papel antiproliferativo y de
induccion de la diferenciacion de la PKCa en multiples tipos de células, por ejemplo,
epiteliales intestinales, mamarias, queratinocitos y de melanoma (Black y Black,
2012). Se ha reportado que el efecto antiproliferativo de la PKCa implica al transito
de G1 a S debido a una regulacion a la baja de la ciclina D1 y la induccién de p21¢Pt
y p27KiPl (Hizli et al., 2006; Guan et al., 2007; Frey et al., 1997; Detjen et al., 2000;
Tibudan et al., 2002).

La disminucién de la ciclina D1 es generado por la activacién del represor de la
traduccion 4E-BP1 y por la regulacion a la baja de los factores de transcripciéon de
la familia Id, ambos regulados por la actividad de PKCa (Guan et al., 2007; Hao et
al., 2011). Durante el desarrollo embrionario, las proteinas Id juegan un papel clave,
ya que poseen la capacidad de inhibir la diferenciacion y estimular la proliferacion
mediante la modulacion de reguladores del ciclo celular tanto por mecanismos
directos como indirectos (Yokota et al., 2001). La induccién de p21©P! también esta
involucrada en la capacidad de PKCa de retrasar el transito de la fase S del ciclo
celular e inducir el arresto en fase G2/M (Frey et al., 1997; Oliva et al., 2008).
Ademas, los ratones knockout para PKCa muestran una mayor actividad

proliferativa en las criptas intestinales (Oster y Leitges, 2006; Pysz et al., 2009).
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Por otro lado, la mayor proliferacion debido a PKCa se ha observado en células de
glioma, osteoblastos, hepatocitos de embrién de pollo, células de carcinoma
hepatico, y mioblastos (Black, 2000). Los efectos proliferativos de la PKCa sobre la
maquinaria del ciclo celular incluyen mayores niveles de ciclina D1 y cdk4, y mayor
actividad del complejo ciclina/cdk2 (Alisi et al., 2004; Wu et al., 2008;). La capacidad
de PKCa para promover la proliferacion se ha relacionado con la sefializacién a
través de la via ERK/MAPK (Schonwasser et al., 1998; Shatos et al., 2008).

Con relacion al papel de PKC9, en el ciclo celular, se ha reportado que también es
capaz de inhibir la progresién del ciclo celular en G1 a través de la regulacién a la
baja de ciclina D1 en respuesta a agonistas farmacologicos y activadores
fisiologicos como el &cido retinoico (Bowles et al., 2007; Kambhampati et al., 2003;
Pysz et al., 2009). De acuerdo con lo anterior, la pérdida de actividad de PKCd
resulta en un aumento en el nivel de ciclina D1 en células de cancer de colon y
células de musculo liso de las vias respiratorias del bovino (Cerda et al., 2006; Page
et al., 2002).

A pesar de que la mayoria de los estudios reportan un papel inhibidor de la PKCS9,
otros han observado una regulacion positiva del ciclo celular (Kitamura et al., 2003;
Jackson y Foster, 2004), al mejorar el transito de la fase G1 a S a través de una
mayor expresion de ciclina D1, ciclina E, ciclina A, y/o cdk2, la desestabilizaciéon y
la reduccion de la localizacion nuclear de p21©P! (Kitamura et al., 2003; Santiago-
Walker et al., 2005; Grossoni et al., 2007; Walker et al., 2006). Se ha sugerido que
los efectos opuestos de PKCd en la progresion del ciclo celular puede estar regulada
de manera diferencial gracias a su fosforilacion en Tyrl55 (Acs et al., 2000;
Steinberg, 2004).

Dados los efectos opuestos de PKCa y 6 en la proliferacion sera importante evaluar
la expresion de ambas cinasas, sin embargo, los datos sobre el efecto del RH1 en
CTN sugieren que la PKCa podria ser mejor candidato en el contexto de desarrollo

embrionario, por lo que nos concentraremos en evaluarla su forma activa.
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VIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hiperglucemia materna es una de las afectaciones metabodlicas que puede
afectar la proliferacién, migracion, diferenciacion y supervivencia de las CTN,
efectos que pueden, a su vez, conducir a defectos citoarquitecténicos que afectan
el desarrollo neural y, en consecuencia, al deterioro de diversas funciones del SNC.

En murinos se ha reportado que la hiperglucemia durante el embarazo promueve
una mayor neurogénesis cortical y una mayor expresion del RHzi, el cual al ser
activado promueve la diferenciacion neuronal, sin embargo, el mecanismo implicado

en estas afecciones no ha sido esclarecida.

A partir de datos no publicados de nuestro laboratorio hemos observado un
aumento de FoxP2 nuclear durante la corticogénesis temprana. FoxP2 es un factor
de transcripcion que promueve la transicion de CTN a PIs, aumentando asi la
diferenciacion neuronal y la especificacion de las neuronas de proyeccion de
laminas profundas de la corteza cerebral. Por otra parte, el incremento de FoxP2

nuclear es prevenido por el blogqueo del RHa.

Por lo anterior, sugerimos que, como parte del mecanismo implicado en la
neurogénesis incrementada en embriones de rata diabética, estd la mayor
expresion y actividad de PKCa, lo que incrementaria la translocacion nuclear de

FoxP2 por fosforilacion, debido a una mayor actividad del RHz.

Por lo tanto, la pregunta que quiere responder el presente trabajo es ¢ Estara
incrementada la actividad de PKCa en el neuroepitelio cortical de embriones de rata
diabética? y ¢ Estara implicada la actividad del receptor Hi sobre la activacién de
PKCa?

Los resultados de este trabajo podrian contribuir a explicar en parte, los
mecanismos prenatales que proceden en bajos coeficientes intelectuales y
verbales, déficits motores y del lenguaje, problemas en el desarrollo psicosocial y
una mayor predisposicion al autismo y la esquizofrenia, alteraciones que estan

relacionadas con la funcion de FoxP2 y que han sido reportadas en los hijos de
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madres diabéticas, esto con el objetivo de aportar al establecimiento de
mecanismos de prevencion tempranos de enfermedades neuroldgicas en la infancia

y el adulto.

VIIl. HIPOTESIS

La hiperglucemia materna incrementaré la forma activa de PKCa en el neuroepitelio
cortical de embriones de ratas de 12 dias y sera prevenido por la clorfeniramina, un

antagonista/agonista inverso del RHa.

IX. OBJETIVOS

% General

R Evaluar el nivel de expresion y activacién de la PKC en el neuroepitelio cortical

de embriones de expuestos a alta glucosa.
% Especificos

& Analizar la expresion y el nivel de FoxP2 nuclear en el neuroepitelio cortical de

embriones de 12 dias de ratas sanas y diabéticas.

& Analizar la expresion de PKC clasicas y PKCd en el neuroepitelio cortical de

embriones de 12 dias de ratas sanas y diabéticas.

& Analizar el efecto del bloqueo farmacolégico del RH1 sobre la forma activa de

PKCa en el neuroepitelio cortical de embriones de 12 dias de ratas diabéticas.

&R Determinar cambios en los marcadores de CTN y Pl en el neuroepitelio cortical

de embriones de 12 dias de ratas sanas y diabéticas.
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X. MATERIAL Y METODOS
1. Animales

Todos los experimentos se realizaron bajo la Norma Oficial Mexicana para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y la
aprobacion de los comités de investigacion, ética, bioseguridad y del cuidado y uso
de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa
de los Reyes (nimero de registro: 2019-1-11). Los desechos biolégicos generados
en este proyecto fueron manejados bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-087—
SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccion ambiental — Salud ambiental — Residuos
peligrosos bioldgico — infecciosos — Clasificacién y especificaciones de manejo.
Mientras que las caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y
listado de los residuos peligrosos se realizd de acuerdo con lo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005. Toda clase de residuos fue
etiquetado y entregado a la Coordinacion de Residuos Peligrosos-Biologico

Infecciosos del INPer.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (Rattus norvergicus) hembras de 240-300 g,
los animales fueron mantenidos en el bioterio del INPer con un régimen de
luz/oscuridad de 12 horas, temperatura de 22+2°C y con libre acceso a agua y
comida (Purina 5001 LabDiet®, PicoLab® Products, EUA). Las ratas fueron
colocadas con un macho fértil durante un ciclo de oscuridad y se verifico la copula
a través de la prueba de frotis vaginal, considerando como cépula positiva la
presencia de espermatozoides (a este momento se determiné como EOQ.5). Las ratas
prefiadas se asignaron aleatoriamente a los grupos experimentales y se

mantuvieron en cajas individuales hasta los 12 dias de gestacion.
2. Induccidén a diabetes materna

La induccion a diabetes se realiz6 al quinto dia de gestacion mediante la
administracion via intraperitoneal de una dosis Unica de 50 mg/kg de peso de

estreptozotocina (STZ, por sus siglas en ingles Streptozocin; cat. S0130, Sigma-
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Aldrich®, EUA) disuelta en soluciéon de citratos (0.1 M, pH 6.4) como vehiculo,
mientras que el grupo control se inyectd Unicamente con el vehiculo (Solis et al.,
2017; Salazar, 2015). Cuarenta y ocho horas después se obtuvo una gota de sangre
obtenida por puncién de la vena caudal para determinar la glucemia de ambos
grupos con ayuda de un glucometro (Accuchek-ROCHE, EUA). Dado que la
glucemia en animales control es de 90-115 mg/dL, se consideraron diabéticas
aguellas ratas inyectadas con STZ que presentaron niveles de glucosa 2200 mg/dL,
correspondiente a diabetes severa (Volpato et al., 2008; Salazar et al., 2015),

descartando aquellos animales con niveles normales de glucemia.
3. Bloqueo farmacolégico del RH1

En el dia 12 de gestacion, las ratas prefiadas del modelo diabético se asignaron de
manera aleatoria a los grupos experimentales diabético y diabético + clorfeniramina.
El grupo tratado con clorfeniramina (cat. C4915, Sigma-Aldrich, EUA) recibio por via
intraperitoneal una dosis Unica de 5 mg/kg del farmaco (Naranjo y Naranjo, 1968;
National Toxicology Report, 1986; Solis et al., 2017) utilizando agua inyectable
como vehiculo; mientras que el grupo control y diabético se inyectaron Gnicamente
con el vehiculo. Después de 30 minutos, momento en el que se alcanza el pico de
concentracion del farmaco en el plasma de las ratas, se obtuvieron los embriones

para su disecciéon (National Toxicology Report, 1986).
4. Obtencion de embriones

Las hembras gestantes se sometieron a eutanasia por decapitacion en el dia 12 de
gestacion, y los embriones fueron recuperados por cesarea y colocados en medio
DMEM:F-12 frio (cat. 30-2006, ATCC®, EUA) suplementado con insulina-
transferrina-selenio (cat. 41400045, Gibco®, EUA), progesterona 20 nM (cat.
P8783, Sigma-Aldrich®, EUA), putresina 100 uM (cat. P5780, Sigma-Aldrich®, EUA).
Con ayuda de un microscopio estereoscopico (Olympus Corporation SZX2-ILLT,
Japon) se realizo la diseccion de embriones para obtener los prosencéfalos y fueron

procesados dependiendo de la técnica usada.
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5. Extracciéon de RNA

El RNA de 6 prosencéfalos fue obtenido a través del método modificado de fenol
cloroformo, usando el reactivo TRIZOL® (cat. 15596026, Life Technologies,
Bartlesville, EUA) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Brevemente, el
tejido se disgrego vigorosamente en 1 ml de TRIZOL y se incub6 durante 15 minutos
a temperatura ambiente, se agregaron 200 uL de cloroformo y se homogenizé con
ayuda de un vortex durante 15 segundos. Las muestras fueron incubadas por 5
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10,000xg durante 15 minutos
a 4°C, la fase acuosa fue transferida a un tubo de 1.5 mL nuevo.

El RNA se precipitd con 500 uL de isopropanol, se homogenizd por inversion, se
incubdé durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 10,000xg
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue lavado con
1 ml de etanol al 100% seguido de etanol al 75%. Se centrifug6 a 10,000xg durante
10 minutos a 4°C, la pastilla resultante de RNA se dejé secar a temperatura
ambiente durante 12 horas y se resuspendido en 20 yL de agua libre de RNAsas y
se incubo durante 10 minutos a 60°C.

La integridad del RNA se evalud por la presencia de los RNAs ribosomales 28S,
18S y 5S en un fotodocumentador MiniBis-Pro (Bio-Imaging Systems, México)
después de la electroforesis de 1 yL de RNA en geles de agarosa al 2% TBE
[TrisBase-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)] durante 40 minutos a 100 V y
visualizando al usar GelRed® (cat. 41003 Biotium, EUA). La pureza del RNA, se
determino calculando la tasa de absorbancia obtenida a 230, 260 y 280 nm (valores
permitidos 260/280 ~2; 260/230 21.5) registrada en un espectrofotémetro NanoDrop
One (Thermo Fisher Scientific™ EUA). EI RNA fue almacenado a -70°C hasta su

uso.
6. Reaccién de Retrotranscripcion (RT)

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realiz6 con el “Kit Reverse

Transcription System” (cat. A3500 Promega, EUA). Para cada reaccion se mezclo
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1 ug de RNA con: 2 L de solucion amortiguadora de Retrotranscripcion (10x), 4 uL
de MgClz (25 mM), 1 uL de desoxinucleétidos (dNTPs; 10 mM), 0.5 pL de inhibidor
de ribonucleasas (40 U/ uL), 1 uL de oligo (dT; 500 pg/ml, y 0.5 puL de enzima AMV
transcriptasa inversa (25 U) y agua libre de RNAsas y DNAsas para un volumen
final de 20 pL. La reaccién se incubd por 15 minutos a 42°C, seguido de un periodo
de inactivacion de 5 minutos a 95°C y 10 minutos a 4°C. Una vez obtenido el cDNA
se cuantificd y se determiné la pureza (se usaron muestras con valores de: 260/280
~1.8 'y 260/230 1.8-2.2). El cDNA fue almacenado a -70°C hasta su uso.

7. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién se llevé a cabo usando el “Kit Access PCR System” (cat. A1250
Promega, EUA) utilizando los primers especificos (Tabla 1). La reaccion de PCR se
realizé usando: 500 ng de cDNA, 5 uL Buffer Gotaq Flexi 5%, 2 uyL MgClz (25 mM),
0.5 yL dNTPs (10 mM), 0.5 L de cada primer (sentido y antisentido 20 pmol) y 0.13
ML enzima GoTag® Flexi DNA Polymerase (25U) y agua libre de RNAsas y DNAsas

para un volumen final de 25 pL.

La reaccion se llevé a cabo por un periodo de desnaturalizacién inicial (95°C por 2
minutos), 35 ciclos de desnaturalizacién (30 segundos a 95°C), alineacion (30
segundos para FoxP2, PKCa, PKCB, PKCd y 15 segundos para PKCy a la
temperatura mostrada en la (Tabla 1) y extension (30 segundos a 72°C), seguidos
de una extension final de 5 minutos a 72°C y una incubacion de 15 minutos a 4°C.

Como control interno se tomo la expresion de GAPDH.

Cinco microlitros de los productos de amplificacién y 1.5 uL de un marcador de pares
de bases (cat. G210A, Promega, EUA) fueron visualizados usando GelRed (cat.
41001 Biotium, Hayrward, EUA) después de realizar la electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, durante 40 minutos a 100 V las imagenes fueron digitalizadas

usando un fotodocumentador.

Para verificar que los productos amplificados correspondian a fragmentos de PKCa,

PKCB, PKCy y PKC6 las bandas correspondientes fueron aisladas y purificadas
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usando el “Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery” (cat. D4001, Zymo Research, EUA)
y se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular

de la UNAM para su secuenciacion (Anexo 1).

Tabla 1. Secuencias de “primers” utilizadas en la RT-qPCR.

: . . Producto
Secuencias T° alineacion
esperado
F: 5-GAA AGC GCG AGA CAC ATC G-3' 63 °C
FoxP2 (De La Merced-Garcia, 222 pb

R: 5'-GAA GCC CCC GAA CAA CACA-3°
2019)

F: 5"-GCC AAG TTC TGG GAG GTC ATC-3’

PiCa R: 5"-GTA GTA GAC ACT GAT GCG TTC CA-3’ 60°C 210pb
F: 5"-GAG AAG GAG GCC CAA CAC AA-3’

gack R: 5-TCT TCG AGG CTT CTT CCA GTG-3" 60°C 203 pb
F: 5"-AAA AGG CCA GCT CGT GAT CC-3’

PiCy R: 5-CTG CTT TCC AAT GCC CCA GA-3 61°C 225pb
F: 5°-GAT CGA CGA TGA CGT GGA GT-3°

PKC6 , 59 °C 205 pb
R: 5'-TGC ATA AAA CGT AGC CCG GT-3

F: 5°-GGA CCT CAT GGC CTA CAT GG-3’ 58°C

GAPDH _Garei 198 pb
R: CCC CTC CTG TTG TTA TGG GG-3’ (De La M:J;S;j Garcia, P

8. PCR en tiempo real “cuantitativa” (qQPCR)

Una vez verificada la identidad de los productos, se realizaron los rangos dinamicos
para establecer la eficiencia de amplificacion y el valor umbral de deteccion para
cada producto (Tabla 2), usando un termociclador Rotor-Gene Series Software
2.1.0.9 (QIAGEN, Alemania).

Todas las gPCR se realizaron a partir de 2 uL de 100 ng de cDNA preamplificado
por 15 ciclos, y se mezclaron con 5 pL de “KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix
2x” (cat. KM4100 KAPA Biosystems, EUA), 0.2 uL de cada primer (sentido y
antisentido 20 pmol) y agua libre de RNAsas y DNAsas para un volumen final de 10

ML. La reaccion se llevo a cabo con un periodo inicial de desnaturalizacion a 95°C
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por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacion (95°C por 10 segundos),
alineacion (15 segundos a la temperatura descrita en Tabla 1), y extension (72°C
por 20 segundos). Al finalizar la reaccion se realizaron curvas de desnaturalizacion
para asegurar la amplificacion de un solo producto. Para evaluar si habia cambios
en la expresion de los transcritos entre los grupos experimentales, se us6 el método

de expresion relativa 2-22CT (Livak y Schmittgen, 2001).

Tabla 2. Resumen de los Rangos Dinamicos.

mRNA  Fluorescencia umbral Pendiente Eficiencia
FoxP2 0.360 -3.21 1.04
PKCa 0.10577 -3.14 1.07
PKCP 0.167 -3.29 1.01
PKCy 0.07242 -3.33 0.99
PKC6 0.4 -2.807 1.2

GAPDH 0.79663 -3.27 1.01

9. Extraccion y electroforesis de proteinas

Para la obtencion de extractos totales de proteina, los prosencéfalos (E12) de 1-2
camadas se colocaron en una solucién de lisis que contenia Tris-HCL 25 mM pH
7.4, IGEPAL (Octylphenoxy poly(ethyleneoxy)ethanol, branched) al 1%, NaCl 100
mM e inhibidor de proteasas y fosfatasas (cat. 97063-010, VWR Life Science,
AMRESCO, EUA). El tejido se homogenizé a 15,000 rpm durante cinco segundos
en frio con un POLYTRON® PT 2100 (KINEMATICA AG, Suiza). El homogenado se
centrifugd a 4°C por 10 minutos a 13,000xg y el sobrenadante fue alicuotado y

almacenado a -70°C hasta su uso.

El kit de extraccion Thermo Scientific NE-PER (cat. 78833, Thermo Fisher
Scientific™ EUA) fue usado para la obtencion de la proteina nuclear siguiendo las
indicaciones del fabricante. El tejido de los prosencéfalos E12 de dos camadas (~25
mg de tejido) se lavd con 1 ml de PBS y se centrifugo a 500 xg durante 5 minutos.

El pellet obtenido se resuspendi6 en 200 pl de reactivo de extraccion citoplasmatica
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en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas (cat. 97063-010, VWR Life
Science, AMRESCO, EUA), se homogenizé a 15,000 rpm durante cinco segundos
en frio con un POLYTRON® PT 2100 (KINEMATICA AG, Suiza), y se agito durante
15 segundos con vortex. La suspension se incubo en hielo durante 10 minutos, se
afnadieron 11 pl del segundo reactivo de extraccion citoplasmética, se agité dos
veces con vortex durante 5 segundos y con una incubacién intermedia de 1 minuto

en hielo.

Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 16 000 xg y el sobrenadante
(extracto citoplasmatico) se transfirié a un tubo de 1.5 mL frio. El pellet se dej6 secar
durante 2 minutos a temperatura ambiente y se resuspendié en 100 pl de reactivo
de extraccion nuclear en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se
agito con vortex durante 15 segundos, se incubd en hielo durante 10 minutos 4
veces seguidas y finalmente las muestras fueron centrifugadas a 16,000 xg durante
10 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante (extracto nuclear) se transfirié a un
tubo nuevo frio. La concentracion de proteina de cada muestra fue cuantificada por
el método de Bradford (cat. PB6916 Sigma-Aldrich®, EUA; Bradford, 1976).

Para la evaluacion de FoxP2, Sox9, Pax6 y Thr2 se us6 30 ug de proteina nuclear
mientras que, para el analisis de PKCa se usaron 60 ug de proteina total. La
proteina fue desnaturalizada por ebullicién durante 5 minutos con una solucién que
contenia (Tris 2.5M pH 6.8, glicerol, SDS al 10%, B-mercaptoetanol y azul de
bromofenol) en proporcion 5:1. Las muestras fueron cargadas en geles de
poliacrilamida al 10% (gel separador) en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) usando el sistema Mini-PROTEAN II System (Bio-Rad, EUA) durante 40
minutos a 70V en el gel concentrador (4% de acrilamida) y 3 horas 30 minutos a

100V en el gen separador.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (cat. 10600003,
Amersham Protran Premium, GE Healthcare, EUA), con tamafio de poro de 0.45
pum usando una cadmara semi-himeda con solucién de transferencia (Tris base 120

mM, glicina 40 mM e isopropanol al 10%) y el sistema Trans-Blot® Turbo™ (Bio-
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Rad, EUA) a 1.3 A, 25 V durante 15 minutos. La transferencia fue confirmada por la

tincion de las proteinas con rojo Ponceau.

10.Western Blot

La union inespecifica de los anticuerpos a la membrana fue bloqueada con una
solucién comercial de bloqueo en TBS (cat. 927-60001, LI-COR, EUA) durante una
hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
primarios (Tabla 2) disueltos en TBS (Tris HCI 15mM, NaCl 137 mMy 0.1% pH 7.6)
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas con
TBS-Tween 20 y se incubaron con los anticuerpos secundarios IRDye 680RD anti-
conejo (cat. 926-68073, LI-COR, EUA. RRID: AB_10954442) y IRDye 800CW anti-
raton (cat. 926-32212, LI-COR, EUA. RRID: AB_621847) diluidos 1:10,000 en TBS
durante una hora a temperatura ambiente en obscuridad. Después de tres lavados
las membranas fueron escaneadas y digitalizadas usando en el equipo ODYSSEY
CLx (LI-COR, EUA).

Tabla 3. Anticuerpos primarios.

Anticuerpo  Especie Dilucién WB C(aI:aRllcgo
Sox9 Conejo Lol A(bJ;)m (AABE;;B;zggo)
Pax6 Conejo 1:500 GFEnS /I;EX (AGB-.I—_X 1191531214119)
Tbhr2 Conejo 1:500 A(bJ;)m (Agﬁigzg;)
FoxP2 Conejo 1:2000 A(b[jz)m (A/;Egiizzg)
PKCa Conejo 1:2500 A(bucz)m (AQE%%SM

p':";g; Conejo 1:1000 A(buc ;;n (Agﬁggiige)
Thp Raton =200 A(bucz)m (AABESZ?;;S)
Actina Raton 1:2000 G?Enjsx (fBT_X31814020031)
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El nivel de fluorescencia de las bandas correspondientes fue cuantificado usando el
software Image Studio Ver. 4.0. La fluorescencia de cada muestra fue normalizada
al control de carga (Gapdh 6 Actina para proteina citoplasmatica y Tbp para proteina
nuclear). Para determinar el nivel de PKCa activa, el nivel de fluorescencia de PKCa
fosforilada y PKCa total normalizada a actina fueron usadas para calcular la taza de
PKCa activa (PKCafosforilada/pK Ctotal),

11.Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedio + error estandar de la media (e. e. m.). Para
la comparacion entre los grupos control y diabético se realizé la prueba t de Student
no pareada o la prueba t de Welch no pareada en caso de que el valor de F
(Shapiro—Wilk) sea significativo (P < 0.05). Para el andlisis de la actividad de PKC
se usoO la prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba de comparacion
multiple de Tukey. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a los
valores de P < 0.05. El analisis estadistico y la creacion graficas se realiz6 en el

programa GraphPad Prism version 7.04 (GraphPad Software, Inc., EUA).
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Xl. RESULTADOS
1. Lacortezacerebral

Con el propésito de analizar si la hiperglucemia materna promueve cambios en la
expresion de FoxP2 en el neuroepitelio cortical de embriones E12, se realizaron
gRT-PCR. Los resultados mostraron una disminucion estadisticamente significativa
en la expresion relativa de FoxP2 en el grupo diabético de 1.66 veces menos que

lo encontrado en el grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de la expresion de FoxP2 en el neuroepitelio cortical de embriones E12 de ratas
control y diabética. La grafica muestra el promedio + e.e.m de la expresidn relativa al control de
FoxP2 usando el método 22T de 5-6 experimentos por triplicado. En la barra se muestra el valor
de P obtenido de la prueba t de Student.

A nivel de proteina el andlisis de Western blot a partir de extractos nucleares y
citoplasmaticos del prosencéfalo de embriones E12 mostré un aumento
estadisticamente significativo de (3.85 veces) mas FoxP2 nuclear en el grupo
diabético con relacion al control (Figura 10A y B). De manera contrastante a lo
encontrado en los extractos nucleares, no se encontraron cambios entre l0s grupos

en la proteina a nivel citoplasmatico (Figura 10C y D).
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Figura 10. Analisis del contenido nuclear y citoplasmatico de FoxP2 en el neuroepitelio cortical de
embriones E12 de ratas control y diabética. A-C) Imagenes representativas de los Western blot para
FoxP2 (verde) y los controles de carga Tbp o actina (rojo) a partir de proteina nuclear y
citoplasmatica, respectivamente B y D) Graficas del promedio + e.e.m. de la tasa de fluorescencia
entre FoxP2/Tbp y FoxP2/Actina obtenida de 3-4 experimentos expresado como porcentaje del
control. En la barra se muestra el valor de P obtenido de la prueba t de Student.

2. Expresion de PKC en el neuroepitelio cortical de embriones E12

Dado que el analisis del aumento de FoxP2 nuclear sugiere una mayor translocacion
nuclear de la proteina y a que proponemos que esto puede ser debido a una mayor
actividad de PKC rio abajo del RH1, se evaluoé el nivel de expresion de PKC clasicas
y PKCa.

A nivel de mRNA los resultados mostraron un incremento estadisticamente
significativo en la expresion relativa de PKCa y PKC6 de 2.3 £ 0.01 y 2.3 + 0.006
veces mas en el neuroepitelio cortical E12 del grupo diabético con relacion al control

(Figura 11A y D). De manera interesante, las PKC no relacionadas con la via del
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RHi, PKCB y PKCy, mostraron por un lado una disminucion estadisticamente
significativa de 1.6 + 0.002 veces menos y ningun cambio al mostrar un nivel de

1.15 £ 0.01 respectivamente, con relacion al grupo control (Figura 11B y C).
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Figura 11. Analisis de la expresion de PKC en el neuroepitelio cortical de embriones E12 de ratas
control y diabética. Las graficas muestran el andlisis de la expresion relativa al control de los mRNA
para PKCa (A), PKCB (B), PKCy (C) y PKCS (D) usando el método 27227, Los valores son el promedio
+ e.e.m. de 4-6 experimentos por triplicado. En las barras se muestra el valor de P obtenido de la
prueba t de Student para PKCa y de la prueba t de Welch para PKCB, PKCy y PKCé.
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3. Nivel de activacién de PKCa en el neuroepitelio cortical de

embriones E12.

Dado el papel de PKCa en la proliferacion y diferenciacion celular, se procedié a
evaluar el nivel de activacion de esta cinasa por Western blot en extractos de
proteina total. De manera interesante, los resultados muestran que el prosencéfalo
de embriones E12 del grupo diabético presentan un incremento estadisticamente
significativo de 7 veces mas en la forma activa de PKCa a lo encontrado en el grupo

control (Figura 12A-B).

Con el propdsito de evaluar si este incremento es debido a la activacion del RH1 en
el grupo diabético, las ratas embarazadas fueron tratadas con clorfeniramina un
antagonista/agonista inverso del RH1 y 30 minutos después se evaluo el nivel de
actividad de PKCa. De manera interesante, la clorfeniramina previno de manera
parcial (~-29%) el aumento en la forma activa de la PKCa en el grupo diabético. Es
importante resaltar que la actividad en de la PKCa en el grupo diabético tratado con
clorfeniramina es significativamente mayor en 5 veces mas con relacion al control
(Figura 12A-B).
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Figura 12. Analisis del nivel de PKCa activa en el neuroepitelio cortical de embriones E12 de ratas
control y diabética. A) Imagen representativas de los Western blot de PKCa total (abajo en verde) y
fosforilada (arriba en verde) y actina como control de carga (rojo) en extractos totales. B) Grafica
del promedio + e.e.m. de la tasa de fluorescencia de PKCa fosforilada / PKCa total normalizada de
4 experimentos. En las barras se muestran los valores de P obtenidos de ANOVA de una via seguida
de la prueba multiple de Tukey.
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4. Marcadores de CTN y Pl en el neuroepitelio cortical de embriones
E12.

Debido a que FoxP2 se expresa en CTN para promover la transicion hacia PlI,
analizamos el nivel de proteina de dos marcadores de CTN, Sox9 y Pax6 (Figura
13) y Tbr2 como marcador de PI (Figura 14), con el propdésito de explorar posibles

cambios en estas poblaciones en la condicion hiperglucémica.
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Figura 13. Analisis de marcadores de CTN Sox9 y Pax6 en extractos nucleares del neuroepitelio
cortical de embriones E12 de ratas control y diabética. A-C) Imagenes representativas de los
Western blot para Sox9 y Pax6 (verde), y Tbp (rojo) se usé como control interno. B y D) Graficas del
promedio  e.e.m. de la tasa de fluorescencia de Sox9/Thp y Pax6/Tbp de 4 experimentos expresado
como porcentaje del control. Se muestra el valor de P obtenido de la prueba t de Student.

Los resultados del nivel de proteina de Sox9 en extractos nucleares de prosencéfalo
de embriones E12 muestra un incremento estadisticamente significativo de 1.85

veces en el grupo diabético respecto al grupo control (Figura 13A y B). Aunque para

49



Pax6, se observa una tendencia a disminuir en el grupo diabético, esta no es

estadisticamente significativo con respecto al grupo control (Figura 13C y D).

En cuanto a Thr2, el marcador de Pl a pesar de que se encontré una tendencia a
disminuir en el grupo diabético, esta no fue estadisticamente significativa con

respecto al grupo control (Figuras 14A-B).
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Figura 14. Analisis del nivel de proteina del marcador de Pl Tbr2 en el neuroepitelio cortical de
embriones E12 de ratas control y diabéticas. A) Imagen representativa de los Western blot para
Tbr2 (verde) y Tbp (rojo) como control interno. B) Grafica del promedio + e.e.m. de la tasa de
fluorescencia de Tbhr2/Tbp de 4 experimentos expresado en porcentaje del control. En la barra se
muestra el valor de P obtenido de la prueba t de Student.
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XIl. DISCUSION

La diabetes durante la gestacion es un problema de salud que se presenta al menos
en el 17 % de las mujeres embarazadas en México y puede 0 no remitirse posterior
al parto. Como consecuencia, las mujeres y sus hijos se enfrentan a una serie de
problemas que incluyen la muerte fetal, el aborto espontaneo, las malformaciones
congénitas, las anomalias fetoplacentarias y la programacion fetal (Dunne et al.,
2003; Nazer et al., 2005; Salge et al., 2012; Lehnen et al., 2013; Mcintyre et al.,
2019).

La programacion fetal se define como los cambios estructurales, fisiolégicos y
metabdlicos que suceden durante el desarrollo prenatal, que aumentan el riesgo de
padecer patologias durante la infancia y la edad adulta (Entringer et al., 2012; Kwon
et al., 2017). En este sentido, la diabetes materna se ha relacionado con el
desarrollo de obesidad, diabetes, enfermedades neurodegenerativas vy
psiquiatricas, bajo coeficiente intelectual, alteraciones verbales, del lenguaje y
motoras, déficit de atencion con trastorno de hiperactividad, y problemas en el
desarrollo psicosocial. No obstante, muchas de estas relaciones son controversiales
0 no han sido estudiadas y siguen sin ser esclarecidas. (Ornoy et al., 1998, 1999,
2001; Dionne et al., 2008; Nomura et al., 2012; Bolafios et al., 2015).

Debido a las limitantes éticas para el estudio de las alteraciones del neurodesarrollo
ocasionadas por la diabetes materna en humanos y a la complejidad de las
interacciones del desarrollo embrionario que son eliminadas en los sistemas in vitro,
el uso de modelos animales es de gran utilidad. Sin embargo, es importante aclarar
gue estamos restringidos en algunas preguntas relacionadas con la funcion del SNC
al ocupar modelos animales, debido a que hay funciones cerebrales donde su
coprension esta limitada a la biologia de cada especie, por lo que es importante
seleccionar el modelo animal adecuado para poder comprender y explicar
mecanismos fisiologicos y moleculares conservados evolutivamente, ya que son la

base de la funcién del cerebro humano.

De manera particular, el modelo murino es el mas ocupado, para comprender el

desarrollo del cerebro humano y la disfuncion en estados patolégicos. En el
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presente trabajo se us6 un modelo de diabetes durante la gestacion en rata para
poder dilucidar los mecanismos implicados en el aumento de la neurogénesis y la
maduracion neuronal durante la corticogénesis temprana en modelos murinos
expuestos a alta glucosa (Fu et al., 2006; Solis et al., 2017; De la Merced-Garcia,
2019).

Uno de los factores que promueve una mayor neurogénesis fetal es la HA por
activacion del RHi. Aun mas, los embriones de ratas diabéticas muestran un
incremento en la expresion de este receptor en E12 y su bloqueo disminuye la
neurogénesis incrementada en el telencéfalo dorsal de embriones de rata diabética
en E14 (Solis et al., 2017). Lo anterior sugiere que la via de transduccién

relacionada con el RH1 podria estar involucrada en este fenomeno.

Por otro lado, la activacion del RH1 en CTN incrementa el fenotipo FoxP2, mientras
que la clorfeniramina (antagonista/agonista inverso del RH1) disminuye la expresién
de marcadores neuronales y el fenotipo FoxP2 durante el desarrollo fetal in vitro e
in vivo (Molina-Herndndez et al., 2008; Molina-Hernandez et al., 2013). Es
importante sefialar que FoxP2 es un factor de transcripcién vital para la correcta
formacién de la corteza cerebral, ya que promueve la transicion de CTN hacia PI
asi como la adquisicion del compromiso neuronal y el establecimiento de las capas
profundas de la corteza cerebral (Tsui et al., 2013; Chiu et al., 2014).

Datos no publicados de nuestro laboratorio muestran que en la zona ventricular el
neuroepitelio cortical de embriones E14 de ratas diabéticas presenta una mayor
expresion y translocacion nuclear de FoxP2, y es prevenido por el bloqueo del RH1
en E12 (De la Merced-Garcia et al., en proceso). Lo anterior sugiere que la via de
transduccion de sefiales del RH1 promueve una mayor translocacion nuclear de
FoxP2, lo cual puede ser el mecanimo de una neurogénesis incrementada en el

modelo diabético.

El RH1 esta acoplado a proteinas Gagai por lo tanto, su activacion genera DAG y
Ca?* como segundos mensajeros, dos moléculas que pueden activar a las PKC

clasicas y nuevas. En este sentido, en el modelo diabético, la mayor expresiéon del
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RH1 en E12 sugiere una mayor actividad del RH1 por ligando o por actividad
constitutiva (Bakker et al., 2000; Nijmeijer et al., 2010) y consecuentemente una
mayor actividad de PKC dependientes de Ca?* y DAG, la cual podrian estar
fosforilando a FoxP2 en sitios de las secuencias de localizacion nuclear, para

promover su translocacion nuclear.

Efectivamente, en este trabajo mostramos que los prosencéfalos E12 de embriones
de rata diabética muestran un aumento nuclear de FoxP2. Por lo que se procedié a
analizar la expresion de PKC clasicas (a, By y) y la PKC9, que a pesar de requerir
solo de DAG para su activacion, se le ha relacionado rio abajo de la actividad del
RH1 (Megson et al., 2001; Mizuguchi et al., 2021).

Los resultados con relacion al analisis de expresion de PKC, muestran que tanto
PKCa como PKC® estan sobreexpresadas en el modelo diabético, por lo tanto,
podrian estar implicadas en la translocacion nuclear de FoxP2. Dado que ambas
PKC muestran efectos contrastantes sobre la proliferacion y la diferenciacion
dependiendo el contexto (Black y Black, 2012), decidimos analizar la forma
fosforilada de PKCa, ya que se ha mostrado que podria presentar efectos
antagonicos en un mismo tipo celular (cancer de mama), dependiendo del nivel de
acido retinoico. De manera interesante, se han reportado cambios en el nivel de
acido retinoico en embriones E9-E16 de ratas diabéticas (Guleria et al., 2006; Lee
et al., 2017), lo que podria impactar la actividad y funcién de la PKCa. Ademas, se
sabe que el &cido retinoico favorece la diferenciacion neuronal (Tonge y Andrews,
2010; Janesick et al., 2015).

En este estudio, encontramos que la hiperglucemia promueve un aumento de la
actividad de PKCa en el neuroepitelio cortical en E12, sin embargo, la
administracion de la clorfeniramina en el mismo dia no lleva el nivel de PKCa activa
a los del control. Motivo por el cual, es importante considerar en préximos estudios
el tiempo de exposicion del farmaco sobre la actividad de esta cinasa y determinar
si con esta aproximacion previene en su totalidad la mayor actividad de PKCa

observada en el grupo diabético.
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Por otro lado, es importante evaluar si con el protocolo empleado, la forma activa
de PKCO esta aumentada en el modelo diabético y si es prevenido por la
clorfeniramina, ya que es una cinasa que se ha visto esta implicada rio abajo del
RH1y que nosotros encontramos sobreexpresada, de ser asi, es de vital importancia
ocupar activadores especificos de estas cinasas y determinar si tienen efectos
similares sobre la mayor translocacién nuclear de FoxP2.

Un dato importate a mencionar y que abre nuevas preguntas sobre la propia
regulacion de la expresion de FoxP2 en el modelo diabético es la discrepancia entre
su nivel de mRNA y su proteina, lo que podria explicarse a través de una
retroalimentacion negativa de si mismo (Pan et al., 2006; Singh, 2011) u otros
procesos que tengan que ver con la estabilidad del mRNA y con el numero de
proteinas que son sintetizadas a partir de un mismo RNAm (Kraushar et al., 2015;
Park et al., 2021).

Por ultimo, los cambios en el contenido de la proteina de Sox9 (marcador de CTN)
sugiere un aumento de esta poblacion en el neuroepitelio cortical de embriones E12
de rata diabética, lo anterior en conjunto con las tendencias observadas en Pax6 y
Tbr2 sugieren un posible cambio en la poblacion de CTN y de PI. Sin embargo, la
evaluacion de estos marcadores no es suficiente para proponer variaciones en las
poblaciones celulares mencionadas y explicar la neurogénesis incrementada en
este modelo. De esta forma, es es necesario cuantificar los subtipos celulares
presentes en el tejido, asi como el patrén de division en este momento del
desarrollo. Por otro lado, dadas las funciones de Sox9 para promover el estado
indiferenciado de las CTN podemos especular que el aumento reportado en este

trabajo podria estar promoviendo un estado quiescente (Fabra-Beser et al., 2021).

Dado que FoxP2 favorece el transito de CTN a Pl es probable que el aumento de
dicho factor de transcripcion tenga como consecuencia una mayor neurogénesis a
través de cambios en sus blancos transcripcionales en embriones E12 de ratas
diabéticas. La mayor translocacion nuclear de FoxP2 en la neurogénesis temprana
en embriones sin defectos del tubo neural, pueden dar origen a la programacién de

enfermedades relacionadas con la diabetes materna, ya que, este factor de
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transcripcion tiene como blancos diversos genes relacionados con trastornos del
neurodesarrollo entre los que se encuentran el sindrome de Gilles de la Tourette,
esquizofrenia, epilepsia, transtornos del espectro autista, trastorno de déficit de
atencién con hiperactividad y dislcapacidad intelectual (Walker et al., 2012; Castro
et al., 2019; Pefagarikano y Geschwind, 2011; Chen et al., 2016; Vernes et al.,
2011; Estruch et al., 2016), asi como moduladores de los procesos de fosforilacion,
de la division celular, la neurogénesis y la migracion (Vernes et al., 2011; Hisaoka
et al., 2010).

En resumen, nuestros datos muestran que en el prosencéfalo en desarrollo de
embriones E12 de ratas diabéticas presentan: 1) un incremento en la translocacién
nuclear de FoxP2, 2) la sobreexpresion de PKCa y PKC3, 3) un aumento en la
actividad de PKCa, que es prevenido parcialmente por el bloque del RH1 y 4) un
aumento en el factor de transcripcion Sox9. Por lo que podemos concluir que, en el
modelo de diabetes materna el incremento de la actividad del RH1 favorece la
actividad de PKCa, la cual puede estar relacionada con una mayor translocacion
nuclear de FoxP2, lo que promoveria cambios en el patron de division de las CTN,

favoreciendo el incremento de la neurogénesis.
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XIll. CONCLUSIONES

La hiperglucemia promueve en el neuroepitelio cortical de embriones de 12 dias:

» Una baja en el RNAmM y un incremento en el contenido de proteina nuclear
de FoxP2.

» La sobreexpresion de PKCa'y PKCO.

» Un aumento de la forma activa de PKCa, que se previene parcialmente por

el blogueo farmacologico del RHa.

» Un aumento del nivel de proteina de Sox9.
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ANEXO 1. Secuenciacién de los productos de PCR

Una vez que se identificaron los productos de PKCa, PKCp, PKCy y PKC?d por PCR,
se mandaron a secuenciar las bandas observadas a la Unidad de Biologia Molecular
en el Instituto de Fisiologia Celular-UNAM, para corroborar que los productos de

amplificacion corresponden a los productos esperados (Figura Suplementaria 1-6).

A
5"-NNNNNGGATCAATGGGCTTTCGGATCCTTACGTGAAGCTGAAACTTATTCCTGACCCCAA
GAATGAGAGCAAACAGAAAACCAAAACCATCCGATCCACACTGAACCCTCAGTGGAATGA
GTCCTTCACGTTCAAATTAAAACCTTCAGACAAAGACCGGCGACTGTCCGTAGAAATCN-3’
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Rattus norvegicus protein kinase C, alpha (Prkca), mRNA
Sequence ID: NM_001105713.1 Length: 3702 Number of Matches: 1

Range 1: 826 to 1000 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
311 bits(168) 1e-80 173/175(99%) 2/175(1%) Plus/Plus

Query 7 GGAT -C-AATGGGCTTT CGGATCCTTACGTGAAGCTGAAACTTATTCCTGAC?% 64

CAA
COLE D LLLLEEEEEECEEE LR L ELET il | cIIHII

Sbjct 826 GGATCCAAATGGGCTTTCGGATCCTTACGTGAAGCTGAAACTTATTCCTGACCC 885

GAA
Query 65  TGAGAGCAAACAGAAAACCAAAACCATCCGATCCACACTGAACCCTCAGTGGAATGAGTC 124
IIIIHIIIIIIIIIIIIIIII|III|IIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIII

Sbjct 886 CCATCCGATCCACACTGAACCCTCAGTGGAATGAGTC 945
Query 125 CTTCACGTTCAAATTAAAACCTTCAGACAAAGACCGGCGACTGTCCGTAGAAATC

- [LI]] IlIllIIlIIIIlII|I|III|IIlIII||IIII|I|IIIIIIII||III
Sbjct 946 CTTCACGTTCAAATTAAAACCTTCAGACAAAGACCGGCGACTGTCCGTAGAAATC 1000

Figura Suplementaria 1. Secuenciacion PKCa F. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacién
del producto de PCR. B) Comparacion de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCa Rattus Norvergicus (Shjct) en BLAST.
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A
5 “NNNNANTNTTTGACGTGAGGACTCATTCCACTGAGGGTTCAGTGTGGATC GGATGGTTT
TGGTTTTCTGTTTGCTCTCATTC TTGGGGTCAGGAATAAGTTTCAGCTTCACGTAAGGATCC

_ GAAAGCCCATTTGGATCCATAGGGATTAGATTTTTTGCATCTCGTACGGTGACGN-3"
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Rattus norvegicus protein kinase C, alpha (Prkca), mRNA
Sequence ID: NM_001105713.1 Length: 3702 Number of Matches: 1

Range 1: 790 to 958 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
300 bits(162) 3e-77 167/169(99%) 2/169(1%) Plus/Minus
Query 9 TTTG- CG G-AGGACTCATTCCACTGAGGGTTCAGTGTGGATCGGATGGTTTTGGTTTT 66
" AENNIRNY IIIIIIIlIIIII|||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIII
Sbjct 958 TTTGAACGTGAAGGACTCATTCCACTGAGGGTTCAGTGTGGATCGGATGGTTTTGGTTTT 899
Query 67  CTGTTTGCTCTCATTCTTGGGGTCAGGAATAAGTTTCAGCTTCACGTAAGGATCCG. 126
N IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 898 CTGTTTGCTCTCATTCTTGGGGTCAGGAATAAGTTTCAGCTTCACGTAAGGATCCGAAAG 839
Query 127 CCCATTTGGATCCATAGGGATTAGATTTTTTGCATCTCGTACGGTGACG 175
. COLLEEREREEEEE e Er e e e et eetrtl
Sbjct 838 CCCATTTGGATCCATAGGGATTAGATTTTTTGCATCTCGTACGGTGACG 790

Figura Suplementaria 2. Secuenciacion PKCa R. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacién de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCa Rattus Norvergicus (Shjct) en BLAST.
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A
5"-NNANCNNCNGGANCCCCATTCCTGACTCAgCTCCATTCCTGCTTCCAGACCATGGACCG

CCTCTACTTTGTGATGGAGTATGTGAACGGGGGTGACCTCATGTACCACATCCAACAAGTT
GGCCGTI'TCAAGGAGCCCCAT GCTGTATTTTACGCTGCAGAGATTGCCAAAC 3
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Rattus norvegicus protein kinase C, beta (Prkcb), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: NM_012713.4 Length: 3010 Number of Matches: 1

Range 1: 1329 to 1484 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
283 bits(153) 3e-72 155/156(99%) 0/156(0%) Plus/Plus
Query 14 CCCCATTCCTGACTCAGCTCCATTCCTGCTTCCAGACCATGGACCGCCTCTACTTTGTGA 73
) lIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlllllIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1329 CCCCATTCCTGACTCAGCTCCATTCCTGCTTCCAGACCATGGACCGCCTCTACTTTG 1388
Query 74 TGGAGTATGTGAACGGGGGTGACCTCATGTACCACATCCAACAAGTTGGCCGTTTCAAGG 133
) IIIIIIIIIIHIIIIIII CELELERLERELUER e Er e e nitnd
Sbjct 1389 TGGAGTATGTGAACGGGGGCGACCTCATGTACCACATCCAACAAGTTGGCCGTTTCAAGG 1448
Query 134 AGCCCCATGCTGTATTTTACGCTGCAGAGATTGCCA 169
i [OELLELLEEEEEE L L Eer et inirl
Sbjct 1449 AGCCCCATGCTGTATTTTACGCTGCAGAGATTGCCA 1484

Figura Suplementaria 3. Secuenciacion PKCP F. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacion de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la

secuencia del mRNA de PKCB Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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A
5"-NNNNNNGCTCTTGACGGCCACTTGTTGGATGTGGTACATGAGGTCAGCCCCCGTTCACA
TACTCCATCACAAAGTAGAGGCGGTCCATGGTCTGGAAGCAGGAATGGAGCTGAGTCAGG
AAT GGGGGCTTCCCAGGCAGGGCCAGCACCCTCTTCTCCACCATTGTGCACTCCCN 37
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Rattus norvegicus protein kinase C, beta (Prkcb), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: NM_012713.4 Length: 3010 Number of Matches: 1

Range 1: 1282 to 1441 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
285 bits(154) 7e-73  159/161(99%) 2/161(1%) Plus/Minus
Query 14 ACGGCC-ACTTGTTGGATGTGGTACATGAGGTCAGCCCCCGTTCACATACTCCATCACAA 72
i FELEEE TEELEEREEr R e et e e CECEee e et ereernirl
Sbjct 1441 ACGGCCAACTTGTTGGATGTGGTACATGAGGTC-GCCCCCGTTCACATACTCCATCACAA 1383
Query 73 AGTAGAGGCGGTCCATGGTCTGGAAGCAGGAATGGAGCTGAGTCAGGAATGGGGGCTTCC 132
i II|HI|HIIIIIIIIIIIIllHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIH
Sbjct 1382 AGTAGAGGCGGTCCATGGTCTGG CAGGAATGGAGCTGAGTCAGGAATGGGGGCTTCC 1323
Query 133 CAGGCAGGGCCAGCACCCTCTTCTCCACCATTGTGCACTCC 173
. FECEREEREEEEE LR E e e iertrn
Sbjct 1322 CAGGCAGGGCCAGCACCCTCTTCTCCACCATTGTGCACTCC 1282

Figura Suplementaria 4. Secuenciacion PKCB R. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacion de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCB Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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A
5’-NGNGNNNNGNNNTGGCGGGTCTGGGTCCTGGCGGGGGCGACTCAGAAGGGGGACCCC
GACCCCTGTTTTGCAGAAAGGGGGCGCTGAGGCAGAAGGTGGTCCACGAGGTGAAGAGC
CACAAGTTCACCGCTCGTTTCTTCAAGCAGCCAACCTTCTGCAGTCACTGTACCGACTTCA
TCTGGGG&MITGGAAAGCAGAJ
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Rattus norvegicus protein kinase C, gamma (Prkcg), mRNA
Sequence ID: NM_012628.2 Length: 3152 Number of Matches: 1
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Range 1: 254 to 438 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
342 bits(185) 5e-90 185/185(100%) 0/185(0%) Plus/Plus

Query 13  TGGCGGGTCTGGGTCCTGGCGGGGGCGACTCAGAAGGGGGACCCCGACCCCTGTTTTGCA 72

, COCCLELLLLUEEEEEEEECL L e L EE L LiLrLl
Sbjct 254 TGGLGGGTCTGGGTCCTGGCGGGGGCGACTCAGAAGGGGGACCCCGACCCCTGTTTTGCA 313

Query 73  GAAAGGGGGCGCTGAGGCAGAAGGTGGTCCACGAGGTGAAGAGCCACAAGTTCACCGCTC 132
. CELELEREECEEL LRt L R e e iy
Sbjct 314 GAAAGGGGGCGCTGAGGCAGAAGGTGGTCCACGAGGTGAAGAGCCACAAGTTCACCGCTC 373
Query 133 CTTCAAGCAGCCAACCTTCTGCAGTCACTGTACCGACTTCATCTGGGGCATTGG 192
. IIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIlIIIIlIIIIIIIllIlllIlIIIIIIIIIIIIIIl
Sbjct 374 GTTTCTTCAAGCAGCCAACCTTCTGCAGTCACTGTACCGACTTCATCTGGGGCATTGGAA 433
Query 193 AGCAG 197

Sbjct 434 AGCAG 438

Figura Suplementaria 5. Secuenciacion PKCy F. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacién de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCy Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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A
5"-NNNNNNNNtGCAGAGGTTGGCTGCTTGAGAACGAGCGGTGAACTTGTGGCTCTTCACCT

CGTGGACCACCTTCTGCCTCAGCGCCCCCTTTCTGCAAAACAGGGGTCGGGGTCCCCCTTC
TGAGTCGCCCCCGCAAGGACCCAGACCCGCCATGGCCCCAGGAACGCAGCAGGGATCACG
AGCTGGCC'I'I'I‘ACA-3
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Rattus norvegicus protein kinase C, gamma (Prkcg), mRNA
Sequence ID: NM_012628.2 Length: 3152 Number of Matches: 1

il I|”I' |
J W'M ll il

———ee

Range 1: 215 to 400 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
318 bits(172) 8e-83 182/186(98%) 3/186(1%) Plus/Minus

Query 9 TGCAG-AGGTTGGCTGCTTGA-G-AACGAGCGGTGAACTTGTGGCTCTTCACCTCGTGGA 65

_ LLCED LLLEERLCLEEEEEE & FECLUEEEEL L L L LEEEE L L
Sbjct 400 TGCAGAAGGTTGGCTGCTTGAAGAAACGAGCGGTGAACTTGTGGCTCTTCACCTCGTGGA 341

Query 66 CCACCTTCTGCCTCAGCGCCCCCTTTCTGCAAAACAGGGGTCGGGGTCCCCCTTCTGAGT 125
LLCELLLLLEEEECL LR EE L e e L EEEEE L EEEEEtit L]

Sbjct 340 CCACCTTCTGCCTCAGCGCCCCCTTTCTGCAAAACAGGGGTCGGGGTCCCCCTTCTGAGT 281
Query 126 CGCCCCCGCAAGGACCCAGACCCGCCATGGCCCCAGGAACGCAGCAGGGATCACGAGCTG 185
) CELELELEE PEREEEE e L e e e e e e e L ee ee L el
Sbjct 280 CGCCCCCGCCAGGACCCAGACCCGCCATGGCCCCAGGAACGCAGCAGGGATCACGAGCTG 221
Query 186 (Is?ﬂll 191
Sbjct 220 GCCTTT 215

Figura Suplementaria 6. Secuenciacion PKCy R. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacién de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCy Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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A

5"-NNNNNAANGGNGCTGGCGCTCGCCTGGGAGAATCCCTTCCTCACCCATCTCATCTGTACC
TTCCAGACCAAGGACCACCTCTTCTTTGTGATGGAGTTCCTCAATGGGGGCGATCTGATGTT
CCACATTCAGGACAAAGGCCGCTTCAAACTCTACCGGGCTACGTTTTATGCAA-3"
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Rattus norvegicus protein kinase C, delta (Prkcd), mRNA
Sequence ID: NM_133307.2 Length: 2942 Number of Matches: 1

Range 1: 1574 to 1739 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
292 bits(158) 7e-78 163/166(98%) 0/166(0%) Plus/Plus

Query lO GG\IGC TGG( G( TC G( CTGGGAGAATCCCTTCCTCACCCATCTCATCTGTACCTTCCAGAC 69

Sbjet 1 §74 GGTGCTGGCGCTCGCCTGGG'\G*\.—\TCCCTTCCTC ACCCATCTCATCTGTACCTTCCAGAC 1633

Query 70 CAAGGACCACCTCTTCTTTGTGATGGAGTTCCTCAATGGGGGCGATCTGATGTTCCACAT 129
IR E TR TR

Sbjct 1634 CAAGGACCACCTC TTC TTTGTGATGGAGTTCCTCAATGGGGGTGATCTGATGTTCCACAT 1693
Query 130 TCAGGACAAAGGCCGCTTCAAACTCTACCGGGCTACGTTTTATGCA 175

I T
Sbjct 1694 TCAGGACAAAGGCCGCTTCGAACTCTACCGGGCTACGTTTTATGCA 1739

Figura Suplementaria 7. Secuenciacion PKC& F. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion

del producto de PCR. B) Comparacién de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCS Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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A
5"-NNNNGNNTNGTCTNATGTGGACATCAGATCGCCCCCATTGAGGAACTCCATCACAAAGAAGAGGTGGTCCTTG
GTCTGGAAGGTACAGATGAGATGGGTGAGGAAGGGATTCTACATGGNGAGCGCCAGCACCCGCTTCTCCACCATG
GTGCACTCCACGTCATCGTCAATCAACNCGNGTNNAAANNTCNNCACACNACCTN-3’
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Rattus norvegicus protein kinase C, delta (Prkcd), mRNA
Sequence ID: NM_133307.2 Length: 2942 Number of Matches: 1

Range 1: 1532 to 1693 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
261 bits(141) 2e-68 155/162(96%) 1/162(93/2) Plus/Minus

Query l 5 -\TGTGG .\( ATCAG. -\TC GCCCCCATTGAGGAACTCCATCACAAAGAAGAGGTGGTCCTTG 73
IIIIINIL | LI
Sbjet 169 3 ATGTGG AACATC -‘\GAT( ACCCCCATTGAGGAACTCCATCACAAAGAAGAGGTGGTCCTTG 1634

Query 74 GTCTGGAAGGTACAGATGAGATGGGTGAGGAAGGGATTCTACATGGNGAGCGCCAGCACC 133

‘ (EEETPURRORTERREOE | 1 R
Sbjct 163 3‘ GTCTC(;AAGGTAC AGATGAGATGGGTGAGGAAGGGATTCTCCCAGGCGAGCGCCAGCACC 1574
Query 134 CGCTI-CTCC ACCATGGTGCACTCCACGTCATCGTCAATCAAC 175

‘ T
Sbjet 157s CGCTTCTCCACCATGGTGCACTCCACGTCATCGTCGATCAAC 1532

Figura Suplementaria 8. Secuenciacion PKC8 R. A) Electroferograma obtenido en la secuenciacion
del producto de PCR. B) Comparacién de la secuencia de los productos de PCR (Query) con la
secuencia del mRNA de PKCS Rattus Norvergicus (Sbjct) en BLAST.
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