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RESUMEN

La hiperglucemia durante la gestacion (HGG) se asocia con efectos adversos durante
el desarrollo embrionario y fetal, que a corto plazo conducen a la aparicion de
cardiopatias congénitas y a largo plazo significan un riesgo de defectos morfologicos
y funcionales cardiacos como hipertrofia. Las causas de estos trastornos en la
progenie de madres con HGG aun no esta clara. Existen moléculas que se ha sugerido
su uso como indicadores de dafio al miocardio. En investigaciones clinicas en
personas adultas diabéticas con problemas funcionales del corazon y trabajos
experimentales que usaron ratones transgeénicos, se determind que la sobreexpresion
del miR-223, se asocia a un incremento en la expresién TNNI3K (cinasa especifica del
corazdn que se une a la troponina cardiaca | (cTnl) implicada en procesos de
remodelaciones andmalas cardiacas, desencadenando hipertrofia ventricular e
insuficiencia cardiaca. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de la hiperglucemia
embrionaria en un modelo no transgénico. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el desarrollo embrionario del corazén bajo condiciones de hiperglucemia y su
relacién con en el desarrollo del miocardio ventricular, cambios la expresion de las
proteinas sarcomericas (troponina | cTnl, desmina y TNNI3K) y los cambios en la
expresion del miRNA-223. Empleamos huevos fértiles de Gallus gallus domesticus se
incubaron 3.5 dias para obtener embriones en estadio 22HH. Posteriormente se indujo
hiperglucemia embrionaria mediante solucion de glucosa (30 mmol/l) cada 24 horas,
hasta el final del experimento (10 dias de incubacion, estadio 36HH), grupo HG. A otro
grupo de embriones fueron tratados con solucion salina (Grupo NT). Se obtuvieron
mediciones de glucosa en sangre periédicamente. Se registro peso y talla del embridn
y el corazon. El corazon se empled para analisis histopatologico, expresion del miR-
223 por RT-qPCR y deteccion de expresion con microscopia confocal y western blot
de TNNI3K cTnl y desmina. Resultados. Los embriones hiperglucémicos mostraron un
retrazo en la maduracién de diversos 6rganos incluyendo el corazo, similar a lo
reportado en un modelo de diabetes inducida en rata. El analisis histopatoldgico
evidencio disminucion del grosor de la pared ventricular izquierda (39%) y derecha
(35%) en embriones hg respecto a los controles. RT-gPCR mostré aumento del 41%
del miR-223 en embriones HG respecto a normoglucemicos. TNNI3K y cTnl
presentaron respectivamente 37% y 39% mayor florescencia, en el caso de la desmina
hubo una disminucién del 23%, se corrobord por western blot en los embriones HG
respecto a los controles NT. Conclusiones. El ambiente hiperglucémico durante el
desarrollo embrionario, disminuyd la maduracién fetal. EI corazon mostré menor
tamano y grosor de las paredes ventriculares. El aumento del miR-223 desencadend
la elevacién de TNNI3K y cTnl que puede inducir procesos de remodelacion anémala
cardiaca. Nuestros hallazgos correlacionan con la hipertrofia descrita en fetos y nifios
recién nacidos de mujeres con HGG.
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ABSTRACT

Hyperglycemia during pregnancy (HGG) is associated with adverse effects on
embryonic and fetal development that in the short-term lead to the appearance of
congenital heart defects and in the long term mean a risk of cardiac morphological and
functional defects such as hypertrophy. The exact cause of these disorders in the
progeny is not yet clear. There are molecules that, thanks to various investigations,
have been suggested as indicators of myocardial damage. In clinical studies in diabetic
adults with myocardial functional problems and experimental work in transgenic mice,
it was determined that overexpression of miR-223 is associated with an increase in
TNNI3K expression (specific kinase of the heart that binds to cardiac troponin | (cTnl)
involved in anomalous cardiac remodeling processes leading to the development of
ventricular hypertrophy and heart failure, however, the effect of embryonic
hyperglycemia in a non-transgenic model has not been studied, therefore, our objective
was to evaluate cardiac embryonic development under conditions of hyperglycemia
and its relation to the development of the ventricular myocardium, changes the
expression of sarcomeric proteins (troponin | cTnl, desmin and TNNI3K) and the
possible dysregulation of miRNA-223 We used fertile eggs of Gallus gallus domesticus
were incubated 3.5 days to obtain embryos in stage 22HH. stage 22HH hyperglycemia
was induced by administering glucose solution (30 mmol/l) in the air chamber every 24
hours, until the end of the experiment (10 days of incubation, stage 36HH), group HG.
The control embryos were treated with saline solution (NT Group). Blood glucose was
recorded periodically. Weight and size of embryo and heart were recorded. The heart
was used for histopathological analysis, miR-223 expression by RT-gPCR and
expression detection with confocal and western blot microscopy of TNNI3K cTnl and
desmin. Results Hyperglycemic embryos showed a delay in the maturation of various
organs, including the heart, like that described in a model of diabetes induced in rats.
The histopathological analysis evidenced decrease in the thickness of the left
ventricular wall (39%) and right (35%) in hg embryos with respect to the controls. RT-
gPCR showed a 41% increase in miR-223 in HG embryos compared to normoglycemic.
TNNI3K and cTnl presented respectively 37% and 39% greater florescence, in the case
of desmin there was a decrease of 23%, it was corroborated by western blot in HG
embryos with respect to NT controls. Conclusions The hyperglycemic environment
during embryonic development, decreased fetal maturation. The heart showed smaller
size and thickness of the ventricular walls. The increase of miR-223 triggered the
elevation of TNNI3K and cTnl that can induce anomalous cardiac remodeling
processes. Our findings correlate with the hypertrophy described in fetuses and
newborns of women with HGG.
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Analisis del efecto de la hiperglucemia embrionaria en el
desarrollo del miocardio ventricular y expresion de
moléculas marcadoras de daino al miocardio

I. INTRODUCCION

1. Diabetes Mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una afeccion crénica que se caracteriza por valores de
glucemia plasmatica en ayuno mayores a 126 mg/dl una glucemia plasmatica casual
200 mg/dl o mas (NOMO015-SSA2, 2010; OMS, 2016). Dicha enfermedad es de primera
importancia de salud publica en todo el mundo por ser cada vez mas frecuente y por
la severidad y diversidad de sus complicaciones cronicas (Zhao & Reece, 2013). Se
ha informado que alrededor de 425 millones de los adultos de 20 a 79 afios la padecen.
En México, en 2017 se informd que se presentaron alrededor de 12 millones de casos,
ocupando asi el 6to. lugar mundial en numero de individuos con diabetes. Se espera
que para el 2045 en nuestro pais un aumento aproximado de 21.8 millones en la

incidencia. (IDF, 2017).

La glucosa es la molécula energética necesaria para que la célula cumpla sus
funciones metabdlicas y la insulina sintetizada y secretada por el pancreas, es una
hormona esencial, necesaria para el transporte de glucosa desde la circulacion
sanguinea hacia las células (ADA, 2017). La DM aparece cuando el pancreas no
produce suficiente insulina o cuando el organismo no la utiliza eficazmente. La falta de
insulina o la incapacidad de las células de responder a su estimulo provocan

hiperglucemia. (OMS, 2016).
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Clasificacion de la DM

De acuerdo NORMA Oficial Mexicana Para la prevencion, tratamiento y control de la

diabetes mellitus (2010), esta enfermedad puede ser clasificada en las siguientes

categorias:

R/
A X4

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), debida a la destruccién de las células  del

pancreas que y generalmente conduce a la deficiencia de insulina.

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), debida a una pérdida progresiva de funcién de
las células 3 del pancreas y secrecion de insulina disminuida que con frecuencia

conduce a la resistencia a la insulina.

Otros tipos especificos de diabetes debido a otras causas, como la diabetes
monogénica (diabetes mellitus neonatal y la diabetes del adulto en jovenes
(MODY, por sus siglas en inglés) enfermedades del pancreas exocrino
(cistifibrosis y pancreatitis), diabetes inducida por medicamentos o productos
quimicos (glucocorticoides, tratamiento del VIH/SIDA o después del trasplante

de 6rganos).

Diabetes Mellitus Gestacional, se diagnostica en las embarazadas entre las
semanas 24 y 28 de gestacion, (las mujeres con mayor riesgo pueden ser
estudiadas desde antes). El estudio consiste en la toma de una muestra de
sangre para evaluar el nivel glucosa una hora después de una carga de 50 g de
glucosa por via oral, si se encuentra una glucemia plasmatica >140 mg/dl, se

podra diagnosticar o realizar estudios mas especificos como la prueba de
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tolerancia a la glucosa en una curva de tres horas, administrando 100 g de
glucosa y se mide la glucemia antes, a la hora, a las dos y a las tres horas de
la administracion: si se tienen dos o mas valores iguales o superiores a 95, 180,

155y 140 mg/dl (alas 0, 1, 2y 3 horas), se diagnostica de diabetes gestacional.

La sintomatologia y progresion de la DM1 y la DM2 pueden variar considerablemente.
En la DM1 existe destruccion total de las células beta, productoras de insulina, que se
encuentran en los islotes pancreaticos. Este tipo de pacientes necesitan la
administracion diaria de insulina, a fin de mantener el nivel de glucosa dentro del
intervalo adecuado. Sin esta hormona no serian capaces de sobrevivir. En la DM2
predomina la pérdida progresiva de la secrecidn de insulina y la incapacidad del
organismo de responder plenamente a dicha hormona, efecto que se define como
resistencia a la insulina. La DM2 es la forma mas frecuente de diabetes, y representa
alrededor del 90% del total de casos. En cambio, la incidencia de DM1 se encuentra
en aumento en todo el mundo, pero hay una gran variacion en lo reportado en cada
pais, con algunas regiones del mundo que presentan una incidencia mas alta que

otros. (IDF, 2017).

La hiperglucemia es uno de los factores de riesgo reconocidos para la aparicion y
progresion de las complicaciones de la DM. La elevacion mantenida en las
concentraciones de glucosa provoca cambios en las proteinas plasmaticas y tisulares
con efectos indeseables sobre la salud del paciente diabético, de no controlarse, puede
provocar dafos a largo plazo en varios 6rganos del cuerpo, que conllevan al desarrollo

de complicaciones sanitarias incapacitantes y peligrosas para la supervivencia como:
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ceguera, insuficiencia renal, accidente cerebrovascular, amputacién de miembros

inferiores, problemas cardiovasculares, etc. (IDF, 2017).

Se han descrito al menos dos mecanismos por los cuales la hiperglucemia dafa a las

células:

R/
A X4

Estrés oxidante. En ambientes hiperglucémicos suele promover complicaciones
en el desarrollo pre y posnatal. Estudios experimentales y clinicos informan que
el estrés oxidante derivado de la hiperglucemia promueve la produccion de
radicales libres; deteriora el sistema de defensa antioxidante enddgeno de las
células en el que intervienen las vitaminas A, C y E, y las enzimas superdoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa (Matough y cols.
2012). Incluso, el estrés oxidativo en mujeres gestantes con hiperglucemia
puede afectar desfavorablemente el desarrollo embrio-fetal (Wender y cols.

2004).

Glicacion. La glucosa en exceso puede formar uniones covalentes con
proteinas del plasma sanguineo a través de un proceso conocido como
glicacion es un proceso no enzimatico que provocan modificaciones
bioquimicas, fisicoquimicas y funcionales. Lo mismo puede ocurrir con otras
biomoléculas de la superficie celular y endogenos como lipidos y acidos
nucleicos. La glicacion ocurre en condiciones fisiologicas, pero en ambientes
hiperglucémicos esta patologicamente acelerada, sobre todo en periodos de

descompensacion metabdlica natural como sucede durante la gestacion. El
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grado de glicacion depende de la concentracion de glucosa en el medio
extracelular y del tiempo de vida media de las biomoléculas. Estudios recientes
sugieren que los productos finales de la glicacidn proteinic avanzadas
interactuan con receptores de membrana y modifican la sefializacion
intracelular, la expresion génica, la liberacién de moléculas proinflamatorias y/o
radicales libres. Alternativamente se activan las vias de sefializacion intracelular
para la generacion de citocinas proinflamatorias y proscleréticas que conducen
al desarrollo y progresion de complicaciones cardiovasculares diabéticas (Singh

y col. 2014).

1.2 Diabetes durante la gestacion

El periodo de la gestacidn provoca grandes cambios fisiologicos, que trascurren desde
el inicio hasta el momento del parto, caracterizados entre otros por la presencia de
niveles altos de glucosa en el ultimo trimestre. La prevalencia de hiperglucemia durante
la gestacion segun la Asociacion Americana de Diabetes se presenta en un 9.2% de
la poblacion norteamericana (DeSisto y col. 2014). Cuando los niveles de glucosa
sobrepasan 95mg/dl en ayuno entre las semanas 24-28 se puede hablar de la
presencia de hiperglucemia gestacional, para confirmar diabetes mellitus gestacional
(DMG), se realiza una prueba, donde se toma una muestra de sangre en ayuno,
después, la mujer toma una cantidad especifica de glucosa disuelta en agua y se
continua tomando muestras de sangre cada hora hasta completar 3 horas. Se

diagnostica diabetes si dos 0 mas de los niveles de glucosa se encuentran por arriba
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de los siguientes valores: En ayuno 95 mg/d|, 1 hora 180 mg/dl, a las 2 horas 155 mg/d|

y a las 3 horas 140 mg/dl (NOMO015-SSA2, 2010).

En el resto de las mujeres gestantes diabéticas, la hiperglucemia se diagnostica
durante el primer trimestre, pero en la mayoria de estos casos, es probable que la DM
tipo 1 0 2, con un valor mayor o igual a 126mg/dL ya estuviese presente antes de la
concepcion (ADA 2018). A este tipo de diabetes en mujeres gestantes se le conoce
como diabetes mellitus pregestacional (OMS, 2016). La Federacion Internacional de
Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés), estim6 que el 16.2% de las mujeres que dieron
a luz nifos vivos en 2017 sufrieron alguna forma de hiperglucemia durante el
embarazo. Se estima que el 86,4% de estos casos se debieron a DMG, el 6,2% a
diabetes detectada antes del embarazo y el 7,4% a otros tipos de diabetes detectadas

por primera vez en el embarazo (IDF, 2017).

1.3 Efectos de la Hiperglucemia durante la Gestacion

En general el embarazo diabético cursa con niveles altos de glucosa y se caracteriza
por resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y/o alteracion en las hormonas
placentarias. Estos factores a menudo provocan retrasos en el desarrollo embrionario
que contribuyen de manera significativa en la morbilidad y mortalidad de la
descendencia de madres diabéticas (Tkac, 2013; Wentzel, y col. 2005). Evidencias
clinicas y experimentales sugieren que la hiperglucemia en mujeres, junto con malos
habitos alimenticios durante la gestacién afectan el desarrollo pre y posnatal de la

progenie y se relaciona con el desarrollo en la progenie de DM, obesidad y

17



Ricardo Jfaime Cruz

enfermedades cardiovasculares, las cuales pueden manifestarse desde edades
tempranas o en la vida adulta (Zhao & Reece, 2013; Wentzel y col. 2005). A pesar de
la relevancia de estos estudios, los mecanismos celulares y moleculares que conducen

al desarrollo de todas estas enfermedades no han sido completamente dilucidados.

2 El Corazén

2.1 Caracteristicas anatémicas e histolégicas del corazén

El corazdn es el 6rgano central y mas importante del sistema circulatorio en todos los
vertebrados. El corazén se encuentra alojado en el térax, ocupando la porcion inferior
del mediastino, entre los pulmones, por delante de la columna vertebral y descansando
sobre el diafragma, consta de cuatro cavidades contralaterales, dos atrios y dos
ventriculos. Los atrios conforman el segmento atrial, el atrio derecho recoge sangre de
la circulacion sistémica y el atrio izquierdo de la circulacion pulmonar. El ventriculo
derecho impulsa la sangre venosa a la circulacién arterial pulmonar para su
oxigenacion y el ventriculo izquierdo impulsa la sangre arterial a la circulacion

sistémica (Anderson & Becker, 1980).

Las cavidades derechas e izquierdas estan separadas por un tabique cardiaco que
evita que se mezcle la sangre venosa y la arterial. Este tabique consta de tres regiones
bien definidas: 1. Tabique Interatrial, que separa ambos atrios. 2. Tabique
Atrioventricular, que separa el atrio derecho del ventriculo izquierdo y viceversa. 3.

Tabique Interventricular, que separa al VD del VI (Bafio, et al. 1986).
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Imagen 1. Localizacién espacial del corazén (Anderson & Becker, 1981)

El segmento ventricular gracias a su funcion contractil aporta la fuerza del bombeo que
impulsa la sangre. Ambos ventriculos son diferentes en morfologia, ciclo de presiones
y resistencias. Anatomicamente el ventriculo derecho presenta una capa muscular
moderadamente gruesa, compuesta por fibras de diametro intermedio. En contraste el
ventriculo izquierdo que comunmente se describe como la cavidad mas grande y fuerte
del corazdn, tiene una pared es mas gruesa y sus fibras musculares son de mayor
diametro, dandole la fuerza suficiente para impeler la sangre a través de la valvula
aortica hacia el resto del cuerpo (Hall, 2011). De todo esto queda claro que la labor de
bombeo que ejerce el miocardio ventricular es trascendental para la funcion cardiaca.

(Ham, 1967).
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Imagen 2. Estructura del corazén y trayecto del flujo sanguineo a través de las cavidades y valvulas

cardiacas (Guyton, 2011).

Histologicamente el corazon esta formado por tres capas celulares. |. Endocardio,
epitelio simple que cubre las cavidades e impide el contacto directo de la sangre con
la superficie interna de las cavidades cardiacas. Il. Miocardio, es la capa que ocupa
casi toda la masa de la pared del corazén, se compone de fibras musculares cardiacas
inmersas en tejido conectivo, especializados principalmente en el control de la
contraccion ritmica del corazon. lll. Epicardio, capa de tejido conectivo que contiene
vasos sanguineos, fibras nerviosas y en menor cantidad adipocitos, asociadas a vasos

coronarios (Harrison, 2006).
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The Heart Wall

Parietal pericardium

Myocardium
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Imagen 3. Organizacion histolégica del corazon (Blausen, 2014).

2.2 Desarrollo y Diferenciacion del Miocardio.

El desarrollo embrionario normal del corazén depende de eventos moleculares previos
como la especificacion del mesodermo temprano, en mesodermo esplacnico, después
en el mesodermo cardiogénico y posteriormente, la morfogénesis de las camaras
cardiacas embrionarias que al remodelarse forman un corazén maduro de cuatro
cavidades (Salazar, y col. 2006). En varias especies se ha reportado que el endodermo
que recubre al mesodermo esplacnico, induce la diferenciacion del mesodermo pre-
cardiaco a células cardiacas con capacidad contractil, esto mediante la secrecion de
diversas proteinas como la proteina morfogénetica 6sea (BMP) y el factor de

crecimiento fibroblastico (FGF). (Katherine & Kirby, 2002). Los factores de
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transcripcion Nkx 2.5 y Gata 4, y la proteina nuclear Mef-2c son claves para la
especificacion del mesodermo cardiogénico promoviendo la expresion de proteinas del

citoesqueleto contractil, como actina, miosina, titina, troponina, etc.

El desarrollo embrionario cardiaco es un proceso de gran complejidad y perfectamente
ordenado y genéticamente orquestado que involucra la integracidn paulatina de
poblaciones celulares de diverso origen (Brand, 2003). Lo anterior se acompafia de
cambios paulatinos en el patron de expresién de genes, grado de especificacion y
diferenciacion de las células, organizacion tisular, formacion de primordios e
incremento de tamano y remodelacion hasta manifestarse anatdmicamente en un
corazon de 4 cavidades. Ademas, el crecimiento y desarrollo del miocardio ventricular
en mamiferos durante el periodo fetal y neonatal es dependiente en gran medida de
cambios que ocurren en la poblacion de cardiomiocitos (Engelmann & Boehm, 1992).
En modelos animales como pollo y rata, la proliferacién miocardica, se detiene poco
después del nacimiento, sin embargo, se reporta un incremento del tamafo celular

(Sedmera & Thompson, 2011).

Fallas durante la cardiogénesis de algun proceso morfogenéticos o en la expresion de

genes responsables del desarrollo y/o funcion cardiaca pueden conducir a diversos

defectos morfoldgicos y funcionales del érgano.
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2.3 Miocardiopatias

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos de los vasos
sanguineos y del corazén. Dentro de las afecciones cardiovasculares con mayor
incidencia a causa de la hiperglucemia destacan las miocardiopatias (Elliott, y cols.
2008). Estas enfermedades son un grupo de afecciones anatomicas y funcionales,
especificas del miocardio de uno o ambos ventriculos asociadas con la disfuncion
mecanica y/o eléctrica (Pons, 1986). A nivel histolégico se presentan desarreglo del
miocardio y anomalias en la organizacion miofibrilar que conducen a la dilatacion

ventricular.

Las miocardiopatias pueden ser genéticas o adquiridas y a menudo conducen a
insuficiencia cardiaca progresiva e inclusive a muerte subita (Kraker, Viswanathan,
Kndll, & Sadayappan, 2016). Los tres tipos principales de miocardiopatias que afectan
al ventriculo izquierdo son la miocardiopatia dilatada, la miocardiopatia restrictiva y la
miocardiopatia hipertrofica (Elliott, y col. 2008). La miocardiopatia hipertrofica se
caracteriza por miocitos anormalmente grandes y desalineados, localizados en el
tabique interventricular y fibrosis aumentada, el ventriculo engrosado y rigido lo cual
reduce el cumplimiento de la labor del musculo cardiaco, y contribuye a la insuficiencia

cardiaca (Kraker y col. 2016).

Actualmente no se conocen a fondo los procesos morfogenéticos que participan en el

desarrollo normal de las estructuras anatdmicas maduras del corazén. Las redes
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moleculares que regulan los procesos morfogenéticos cardiacos y los factores que
afectan estos procesos que pueden conducir al desencadenamiento de las

miocardiopatias siguen sin ser del todo claras.

3. Proteinas marcadoras de dano al miocardio.

Los miocardiocitos son las células con actividad contractil que componen el corazon.
Cada miocardiocito contiene miofibrillas ordenadas en sarcébmeros compuestos por
diversas proteinas entre las que destacan ademas de la actina y la miosina, la
troponina | (cTnl), la desmina y la cinasa interactuante con troponina | (TNNI3K). Los
sarcomeros son considerados las unidades morfolégicas y funcionales del
miocardiocitos. Ademas, se ha sefialado que cuando esta modificada la expresion o
funcidén de las proteinas sarcoméricas se manifiesta dafio al miocardio e hipertrofia

cardiaca.

3.1 Cinasa interactuante con troponina | (TNNI3K)

La cinasa interactuante con troponina | es una proteina especifica del corazén,
codificada por el gen TNNI3K. Esta proteina pertenece a la familia de proteinas
quinasas MAP cinasa cinasa (MAPKKK) que desempeiia un papel importante en la
fisiologia cardiaca y adicionalmente promueve la diferenciacion de células madre
embrionarias. Es activada por mitogenos MAPK y en modelos de ratas se ha
observado que su sobreexpresion acelera la hipertrofia de miocardiocitos provocando
insuficiencia cardiaca (Tang, et al. 2013). Es un mediador de la fosforilacion de

Troponina | (cTnl) en la Ser 22 y Ser 23 que estimula un cambio conformacional de la
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Troponina |, contribuyendo en la regulacion de la funcién de contraccion del miocardio.
Se ha constatado en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo, que la
sobreexpresion de TNNI3K acelera en gran medida la disfuncion cardiaca en modelos
de cardiomiopatia en ratones, lo que indica un papel importante de TNNI3K en la
modulacion de la progresion de la enfermedad cardiaca (Wang y cols. 2011; Wang, y

cols. 2013).
3.2 Troponina | (cTnl)

La troponina | es una proteina del musculo esquelético y cardiaco. En el caso del
corazon, se presenta mediante una unica isoforma de peso molecular de 23,9 kDa.
Consta de 209 residuos de aminoacidos. Es una proteina globular de gran tamario.
Consta de tres subunidades polipeptidicas: troponina C (fijadora de calcio), troponina
| (inhibidora) y troponina T (fijadora de tropomiosina). Sirve como acopladora para la
miosina y la actina, ademas de regular al Ca®* para lograr una adecuada contraccién.
Tiene gran importancia en la regulacion de la contraccion del musculo cardiaco.
Durante el infarto al miocardio, suele perderse la integridad de la membrana del
cardiomiocito y la troponina | es liberada al torrente sanguineo. Esta situacion permite
que la troponina | plasmatica sea considerada un marcador de dafio al miocardio (Diaz

& Burgos, 2002).
3.3 Desmina

Es una proteina de 52 kD que conforma un tipo de filamento intermedio y es propia del

citoesqueleto de las células musculares estriadas. Los filamentos de desmina se
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localizan a lo largo de todo el sarcomero y suele anclarse a los discos intercalares,
organelos membranosos y membrana nuclear. Refuerza la organizacion de los discos
intercalares y ejerce una funcion de interconexion y de andamio para que se mantenga

la integridad estructural y la arquitectura del cardiomiocito (Goldfarb & Dalakas, 2009).

La desmina, es altamente expresada en el musculo cardiaco, ademas, es un
componente esencial en las células del sistema de conduccion miocardica,
especializado en regular la contraccién ritmica y coordinada de las cavidades
cardiacas (Bazoukis y col. 2018). La desmina disminuye paulatinamente su expresion
y se desorganiza en los procesos de adelgazamiento de las paredes ventriculares e
insuficiencia cardiaca, que suelen conducir a una disminucion del bombeo y fuerza
mecanica ventricular. Estas caracteristicas determinan que la desmina sea
considerada un buen marcador de posibles dafios al miocardio (Goldfarb & Dalakas,

2009).

4. MicroRNAs y el corazén.

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias cortas (20-24 nucleotidos) de ARN no
codificantes que se han identificado en un gran numero de organismos. La secuencia
de la mayoria de los miRNAs esta altamente conservada en todas las especies
(Lakshmipathy y col. 2007). Su estudio ha aumentado debido a que se sabe que
actuan como moduladores de la expresion génica (sub o sobreexpresion), al inhibir la

traduccidon de RNAm blanco especificos, logrando ademas regular la progresion de
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enfermedades como el cancer y procesos relacionados con diferentes aspectos de la

morfofisiologia cardiaca pre y posnatal (Vidigal & Ventura, 2015).

Investigaciones recientes hablan de la importancia de diversos miRNAs, debido a que
Su expresion se encuentra incrementada o disminuida (desregulada) durante la
progresion de hipertrofia, fibrosis e insuficiencia cardiacas, remodelaciones andmalas
del miocardio, hipoxia e isquemia miocardica, y también promueven la apoptosis
(Ottaviani & Da Costa, 2017). El interés en el estudio de miRNAs como posibles
herramientas en la lucha contra diferentes enfermedades cardiacas ha incrementado
de manera exponencial, sin embargo, el estudio de los miRNAs en el corazén

embrionario es mas bien escaso.
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IIl. ANTECEDENTES
5.1 Antecedentes clinicos

Las cardiopatias congénitas y la miocardiopatia hipertrofica son padecimientos
comunes en la diabetes pregestacional, con una incidencia mayor al 4% (Dervisoglu,
et al. 2018). En cambio, en la DG los cambios estructurales son menos comunes,
aunque es mas comun observar problemas de funcién cardiaca (Pauliks, et al 2015).
Evidencias clinicas y experimentales sefialan que la hiperglucemia en mujeres
gestantes y el estilo de vida durante el embarazo afectan el desarrollo pre y posnatal
de la progenie. El ambiente hiperglucémico puede provocar modificaciones
moleculares y morfologicas en las estructuras embrio-fetales debidas a cambios sutiles
en la economia energética materna y predisponer un mayor riesgo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares desde la infancia en individuos sin defectos aparentes.
La HGG es considerada un agente teratogénico que interfiere en el desarrollo embrio-
fetal. Por esta razdn diversos autores han desarrollado estudios con la finalidad de
conocer los procesos moleculares y mecanismos celulares que afecta. En un estudio
publicado por Russell y colaboradores en el 2008 reclutaron veintiséis mujeres con DM
pregestacional y se les practicdé un ecocardiograma fetal en las semanas 13, 20 y 36
de gestacidn para evaluar la estructura y funcion cardiacas. En fetos de embarazo con
diabetes pregestacional encontraron cambios estructurales y funcionales del corazén,
comparados con fetos controles de mujeres sanas en cada edad gestacional. Estos
hallazgos sugieren que la disfuncién cardiaca puede estar precedida por los cambios

estructurales cardiacos en fetos de embarazo diabético.
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Por su parte, Sanchez y colaboradores (2016), realizaron un analisis transversal donde
incluyeron 104 pacientes gestantes, cursando con un diagnéstico de DM
pregestacional o gestacional y se les realizé un ecocardiograma fetal con el fin de
determinar la presencia de cardiomiopatia hipertrofica fetal. En el 53% de las pacientes
se observo una correlacion positiva entre los valores elevados de hemoglobina glicada
materna y la presencia de cardiomiopatia hipertrofica fetal. Adicionalmente se ha
demostrado que el grado de hiperglucemia materna durante la gestacion tiene un gran
impacto en el tipo de miocardiopatia que se manifiesta en el recién nacido. La
hiperglucemia se ha asociado con la presencia de hipertrofia del corazéon neonatal.
Casos de seguimiento clinico han documentado que cuando la hiperglucemia esta mal
controlada e impacta la nutricibn materno-fetal se puede producir diversos grados de

dano al miocardio, desde muy benigno hasta miocardiopatia dilatada (Tkac, 2013).

Ademas, investigaciones clinicas muestran como varios miRNAs se encuentran
desregulados en la diabetes, un ejemplo tipico es miR-223 que se ha propuesto como
un biomarcador tisular de diabetes (Zhu & Leung, 2015). Adicionalmente, varios
estudios genéticos humanos en diversas poblaciones han sugerido un papel
importante de TNNI3K en la regulacién y el desarrollo de la obesidad y problemas
cardiovasculares. Zhao y cols. en 2011 en un estudio realizado en estadounidenses
europeos, con edades entre 2 y 18 anos, encontraron una asociacién entre la obesidad
infantil y el aumento de TNNI3K a nivel sanguineo. Cornelis y cols. en 2013 analizaron

la correlacion del tipo de alimentacion en la poblacion estadounidense y la
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concentracion de TNNI3K, plantearon que dicha proteina se asocia positivamente con
una alimentacién incontrolada, la obesidad, y la presencia de problemas

cardiovasculares.

5.2 Antecedentes Experimentales

La investigacion de los miRNAs en el corazon embrionario normal y patologico es
escasa en comparacion con los reportes de miRNAs en el corazén posnatal. Varios
estudios miden la expresion de miRNAs, pero sin relacionarla con los procesos
morfogenéticos que sufre el corazon. Xua y colaboradores en 2006 evaluaron la
expresion diferencial de 25 microRNAs en corazon embrionario de Gallus gallus
domesticus (E18HH) y en etapas post natales, sin embargo, no investigaron quién
promueve su expresion, ni algun gen blanco. Tampoco se determinaron los procesos
morfogenéticos que se relacionen con su expresion, o bien la dinamica de expresion
a lo largo de la embriogénesis. Por su parte, Lagendijk y Goumans, en 2011 analizaron
el efecto de la pérdida de expresion de los microRNAs y el impacto en procesos de
organogeénesis y sus repercusiones en el desarrollo. Sin embargo, no se ha investigado
el cambio en la expresion de microRNAs con potencialidad cardiaca en un ambiente

hiperglucémico ni su impacto en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

En trabajos recientes se determind el patréon de expresion temporal de miRNAs

cardiacos en ratones transgenicos y se evidencio que el exceso del miR-223 se asocia

con el desarrollo de hipertrofia ventricular e insuficiencia cardiaca (Wang y col. 2013).

30



Ricardo Jfaime Cruz

Inclusive existen trabajos donde se sefala que la expresion disminuida o ausente de
miR-223 funciona como un regulador contrarrestando la hipertrofia e insuficiencia
cardiacas (Zhang, y cols. 2016). Asimismo, en el tejido cardiaco se ha demostrado un
papel importante del miR-223 en la regulacion de la expresion del receptor Glut4, (Lu,
et al. 2010).

Por su parte, TNNI3K es una MAP cinasa especifica de corazon que se une y fosforila
a la troponina cardiaca | (cTnl) y juega un papel clave en la regulacion de la contraccion
del miocardio ventricular (Wang, y col, 2013). En 2015 Wang y colaboradores sefialan
una relacion positiva en la expresion del miR-223 y la proteina TNNI3K en corazones
con hipertrofia. Adicionalmente, se ha identificado que la expresion excesiva de
TNNI3K es sumamente importante en la progresion de las miocardiopatias (Tang, et

al, 2013).

Wheeler y colaboradores en 2009 en ratones transgénicos de cardiomiopatia de y en
un modelo de insuficiencia cardiaca por sobrecarga de presion, en ambos modelos se
reporto la sobre expresion de TNNI3K y encontraron mayor disfuncion cardiaca, lo que
indica un papel importante de TNNI3K en la modulacion de la progresion de diferentes

formas de enfermedad cardiaca.

Posteriormente Vagnozzi y colaboradores en 2013, apoyados de ratones transgénicos
en los que se sobreexpresd TNNI3K, ademas de confirmar un papel importante de
TNNI3K en la modulacién de la progresion de la cardiomiopatia, los ratones

transgénicos de TNNI3K tenian niveles plasmaticos elevados de cTnl y mayor numero
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de infartos. Los autores concluyeron que la excesiva actividad cinasa de TNNI3K fue

la responsable de los eventos de infartos que se presentaron, en los ratones.

En un trabajo alterno, Tang y cols en (2013), investigaron la actividad de la cinasa
TNNI3K en in vitro y realizaron un analisis protedmico. Descubrieron que TNNI3K tiene
una doble funcién cinasa Tyr y Ser / Thr. Adicionalmente reportaron que la expresion
incrementada de TNNI3K promueve cambios celulares y moleculares como la
reduccion de la longitud del sarcomero y cambios en la composicion de titina, todos
ellos indicativos de remodelacién cardiaca. Encontraron que TNNI3K, se ubica en los
discos intercalares del sarcomero. Finalmente concluyeron que TNNI3K podria mediar

vias de sefalizacion intracelular en respuesta a situaciones de estrés en el corazon.

Todos estos antecedentes generan el interés de investigar mas a fondo el papel del
miR-223 y la proteina TNNI3K en las enfermedades del coraz6n durante su desarrollo
bajo ambientes hiperglucémicos. Por razones bioéticas resulta complicado realizar
labores de investigacion en desarrollo embrionario y bajo ambientes hiperglucémicos.
Por lo que, es necesario un modelo experimental adecuado, donde se puedan aislar
las variables maternas y evaluar el desarrollo embrionario cardiaco bajo condiciones

de hiperglucemia y su relacion con en el desarrollo del miocardio ventricular.
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6.1 Ventajas del modelo de Gallus gallus

Diversas investigaciones mediante marcaje selectivo in ovo del corazén embrionario
de Gallus gallus domesticus describen el desarrollo de elementos embriolégicos y su
destino en estructuras del corazén maduro (Wittig & Munsterberg, 2016), lo que ha
permitido especular el origen de los defectos congénitos del corazon y la etapa
embrionaria en que ocurren las anomalias, esto debido a que el desarrollo cardiaco
humano es comparable al del pollo. En contraste, la mayoria de los trabajos
experimentales que abordan el efecto de la hiperglucemia materna durante el
desarrollo cardiaco, se han llevado a cabo en modelos murinos utilizando comunmente
la estreptozotocina como inductor de Diabetes (Salazar, y cols, 2015). En cambio, el
modelo de Gallus gallus domesticus permite analizar el efecto exclusivo de la
hiperglucemia materna sin la interferencia de otros factores maternos, permitiendo
ademas visualizar detalladamente el desarrollo del embrion a lo largo de la gestacion

(Davey & Tickle, 2007).

Ademas, el embridn de Gallus gallus domesticus es un modelo abordable y econémico
que permite imitar algunas condiciones microambientales que se presentan en los
tejidos humanos (Lazzarini y col. 2015). Entre otras ventajas, el modelo permite
manejar un mayor numero de datos experimentales en un solo proceso de incubacion.
Incluso el embrién de Gallus gallus domesticus se ha utilizado como modelo que
permite investigar algunos efectos sobre el feto como: la hipoxia y el estrés oxidativo

de manera independiente de la nutricion y la fisiologia materna (ltani y cols, 2016). Por
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lo que algunas investigaciones recientes utilizan el modelo de embrién de Gallus gallus
domesticus para investigar cambios en los mecanismos moleculares inducidos por la
hiperglucemia durante el desarrollo (Zhang, y col. 2016) como son: desarrollo anémalo
de ojos, de la cresta neural, misma que puede dar lugar a: malformaciones congénitas,
defectos del septo atrioventricular, persistencia del conducto arterioso y Tetralogia de

Fallot, entre otros (Wang y col. 2015).
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lll. JUSTIFICACION

Estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud indican que los niveles crecientes
de obesidad conduciran un aumento desmesurado en la prevalencia de todos los tipos
de diabetes a nivel mundial (DeSisto, et al. 2014). Evidencias clinicas y experimentales
sugieren que la hiperglucemia que ocurre en mujeres gestantes puede tener efectos a
corto, mediano y largo plazo en la progenie. A corto plazo puede provocar muerte
embrionaria o fetal y el desarrollo de enfermedades congénitas de diversos organos.
A mediano y largo plazo, la prevalencia de hiperglucemia se considera un factor de
riesgo para el desarrollo en la progenie de obesidad, enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares entre las que destaca las miocardiopatias. Cabe sefalar, que las
redes moleculares que regulan los procesos morfogenéticos cardiacos y los factores
que afectan estos procesos que pueden conducir al desencadenamiento de las

miocardiopatias en algun momento de la vida siguen sin ser del todo claras.

Aunque se conoce el papel de algunos miRNAs desarrollo embrionario cardiaco y su
impacto en el desarrollo de las miocardiopatias, la funcién del miR-223 en este aspecto
ha sido poco explorado (Takaya & Ono, 2009). En este contexto, trabajos
experimentales recientes en ratones transgénicos asocian el exceso del miR-223 con
la hipertrofia ventricular e insuficiencia cardiaca y una relacion positiva de la expresion
del miR-223 y TNNI3K en corazones con hipertrofia y la expresion excesiva de TNNI3K
que promueve cambios celulares como la reduccion de la longitud del sarcomero y
cambios en la composicion de titina que conducen a la progresion de las

miocardiopatias (Wang y col. 2013). Incluso, se ha reportado que la carencia o
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expresion disminuida de miR-223 contrarresta la hipertrofia e insuficiencia cardiacas
(Zhang, y cols. 2016). Adicionalmente, se ha demostrado un papel importante de este
miRNA en la regulacion de la expresion del receptor Glut4 (Lu, et al. 2010). Sin
embargo, estos resultados no han sido validados en el desarrollo embrionario cardiaco
en un modelo in vivo no transgénico de hiperglucemia aislada como lo permite el

embrion de pollo.

Por la homologia anatémica y embrionaria del modelo de pollo con el modelo murino
y los humanos, pensamos que la informacion obtenida podria resultar de utilidad en la
validacion del miR-223 y la proteina TNNI3K como potenciales biomarcadores que
ayude a un diagnostico diferencial temprano de hipertrofia cardiaca fetal e infantil, con
la finalidad de que en el futuro después de haber sido caracterizado el papel de estas
moléculas en el desarrollo, homeostasis y funcién cardiacas puedan ser empleadas

como tratamiento potencial en algun protocolo de terapia génica.

IV. HIPOTESIS

El ambiente hiperglucémico durante el desarrollo embrionario afectara la morfologia e
histologia de las paredes ventriculares y modificara el patron de expresion de proteinas

sarcomericas y el miR-223 asociados a remodelaciones anémalas cardiacas.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desarrollo embrionario cardiaco bajo condiciones de hiperglucemia y su

relacién con en el desarrollo del miocardio ventricular, cambios la expresiéon de las

proteinas sarcoméricas (troponina | cTnl, desmina y TNNI3K) y la posible

desregulacion del miRNA-223.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar un modelo de hiperglucemia en embriones de Gallus gallus
domesticus cultivados in ovo.

Determinar el efecto del ambiente hiperglucémico en el peso y desarrollo
corporal y cardiaco

Analizar comparativamente la morfometria e histopatologia de corazones de
embriones desarrollados en un ambiente normo o hiperglucémico.

Cuantificar la expresiéon relativa de miR-223 en los corazones maduros de
embriones desarrollados en condiciones de normo e hiperglucemia.

Estudiar por inmunofluorescencia el patron de expresion y distribucion de cTnl,
desmina y TNNI3K, consideradas marcadoras de dafio al miocardio, en los
corazones embrionarios desarrollados en condiciones de normo o
hiperglucemia.

Determinar por WB la expresion de las proteinas sarcoméricas cTnl, desmina y

TNNI3K en los corazones de ambos grupos de estudio.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Induccién de hiperglucemia embrionaria

Se emplearon huevos fértiles de gallina (Gallus gallus domesticus), libres de
patogenos especificos, adquiridos en la granja ALPES S.A. (Tehuacan, Puebla). Los
huevos se separaron en dos grupos de estudio Gl. Grupo hiperglucémico (HG). GlI.
Grupo normoglucémico sin tratamiento (NT). Los huevos de ambos grupos se
incubaron a 37°C y 60% de humedad por 3 - 3.5 dias de incubacion hasta alcanzar el
estadio 22HH con base en la clasificacion de Hamburger y Hamilton (1952) que
relaciona la morfologia embrionaria y cardiaca con el tiempo de incubacion. Pasado
ese tiempo, se abrié una ventana de aproximadamente 1 cm? en el lado romo del
cascaron. Gl. Para inducir hiperglucemia, los embriones se manipularon siguiendo la
metodologia modificada de Zhang (2016). A través de la ventana del cascaron y con
la ayuda de una jeringa de 1 ml, para el Gl. se administraron diariamente 450 uL de
solucion de glucosa al 30 mmol/L, diluida en solucion salina (NaCl 0.9%) desde el
estadio 22HH, hasta un maximo de 10 dias de incubacién (estadio 36HH). Gll. Los
embriones control (NT) fueron tratados con una dosis diaria de 450 pL de solucién
salina. Para verificar la induccion de hiperglucemia, a partir del dia 4 de incubacion se
obtuvieron embriones Gl y Gll cada 24 horas (n = 30 de cada grupo en 36HH). Se
separaron del vitelo, se decapitaron y se tomoé una pequefia muestra de sangre parar
registrar el nivel de glucemia, empleando tiras reactivas y un glucémetro. Los datos se

registraron en una tabla y se elaboré una grafica.
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7.2 Analisis anatomico e histolégico.

7.2.1 Peso y desarrollo corporal

Para evaluar el desarrollo corporal se empled un microscopio estereoscopico de
epifluorescencia (Zeiss, Alemania). las imagenes fueron capturadas usando el
programa Axiovision LE. Una vez que los embriones fueron fotografiados, se pesaron
en una balanza analitica y se les extrajo el corazon. Los datos se registraron en tablas

y se elaboraron graficas.

7.3 Analisis estructural de microscopia electrénica de barrido.

Los corazones de estadio 36HH, se fijaron en una solucion de glutaraldehido (0.1%)
en PBS (0.1M) pH 7.4 y se deshidrataron en alcoholes graduales, para ser llevados a
punto critico, posteriormente fueron montados en platinas de cobre. Las muestras se
observaran en el microscopio electronico de barrido, (JEOL, Japdn) se obtuvieron
imagenes digitales para comparar cambios en el proceso de trabeculacion y

delaminacion en los corazones de ambos grupos.

7.4 Procedimiento Histolégico.

Los corazones fijados en paraformaldehido (6-12 hrs) se emplearon para evaluar el
desarrollo del miocardio. Después de la evaluaciéon anatémica, se elimin6 el exceso
del fijador y se deshidrataron en alcohol etilico a concentraciones graduales
ascendentes (30-100%), se transparentaron en Xilol y se incluyeron en parafina. Se
elaboraron cortes seriados de 6 um en el plano transversal a la altura de los musculos

papilares y se tifieron con la técnica de Hematoxilina y Eosina (anexo |) Los cortes
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histologicos se emplearon para medir el d, asi como el conteo de miocitos en 3 areas
diferentes de cada pared ventricular con la ayuda de un Scanner Digital Aperio (Leica,
EU) y con el software ImageScope. Para determinar las propiedades histologicas de
las propiedades del miocardio ventricular, las preparaciones se fotografiaron en un

microscopio optico Olympus.

7.5 Evaluacion de expresion de miR-223 por qRT-PCR.

Se empled un lote de corazones que alcanzo el estadio 36 HH (10 dias de incubacion).
En ambos grupos (HG y NT) se obtuvo solamente el tejido ventricular y se almaceno
en congelacion a -80°C hasta su uso en una PCR a tiempo real. Para medir la
expresion de microRNA-223, se realizaron pruebas de PCR de transcripcion inversa
cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) utilizando como control endégeno el miRNA UG,
Primero se extrajo el ARN total del tejido previamente congelado por el método de
extraccion fenolica con TRIzol (Reagent Invitrogen Life Technologies). La
concentracion de ARN total se determind en un espectrofotometro. EI cDNA se
sintetizo a partir de 50ng de RNA total, usando primers especificos para cada miRNA.
La RT-PCR a tiempo real para medir la expresion de miRNAs se llevé a cabo con
sondas marcadas TagMan y utilizando "Universal Master Mix |l Protocol". Cada
reaccion de PCR se llevo a cabo por triplicado. La expresion de los miRNAs se analizo

por el procedimiento de 2-ACt (Silberman, 2006).
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7.6 Inmunodeteccién por microscopia confocal.

Para poder determinar la expresion de las proteinas sarcoméricas TNNIK3, troponina
| y desmina se emplearon cortes histologicos del corazon (6pm) que fueron montados
en portaobjetos cubiertos con poli-L lisina al 1%. Las laminillas se rehidrataron y se
hizo recuperacion de antigenos con bufer de citratos (BioGenex, USA) en autoclave a
15 Ib de presion por 5 min y, finalmente, se adicion6 anticuerpos anti-TNNI3K (ABCam,
UK), anti-cTnl (Santacruz, EU) y anti-Desmina (Santacruz, EU) en concentracion
1/200, las muestras se incubaron toda la noche a 4°C. Una vez trascurrido el tiempo
de incubacion. las muestras se trataron con anticuerpo secundario anti-rabbit (Life
Technology, USA) por 4 horas a temperatura ambiente, los nucleos celulares se
tineron con ioduro de RedDot (Biotium, USA) diluidos 1/150. Por ultimo, las muestras
se montaron y se observaron en un microscopio confocal (Carl Zeiss, Alemania). Se
obtuvieron microfotografias en las 3 zonas de interés con aumento de 10X, 40Xy 60X

(software, ZEN 2010).

7.2 Analisis de la expresion de proteinas por Western Blot.

El tejido ventricular de los corazones en estadio 36 HH HG y NT fue colocado en tubos
eppendorf en solucion de lisis Tris-HCI con inhibidor de proteasas para homogenizar,
centrifugar y cuantificar proteinas a 280nm, con un nanodrop (Fisher Scientific, USA).
Se separaron las proteinas utilizando una camara de electroforesis (Fisher Scientific,
USA). Y el Precision Plus Protein se usé como marcador de peso molecular. Después
de la transferencia de proteinas a la membrana en el Trans-Blot, (Fisher Scientific,

USA), se emplearon anticuerpos primarios para la proteina TNNI3K, cTnl y desmina
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seguido de una cuantificacion por quimioluminiscencia, empleando alfa-actina como
control. Los promedios de las densidades épticas obtenidas para la expresion de cada
proteina se reportaron como porcentaje del control que fue el 100% de la expresion +

la desviacion estandar.

7.4 Analisis Estadistico

Para el analisis de los resultados, los datos obtenidos como peso, talla y glucemia se
procesaron para obtener promedios, desviacion estandar y se les aplicd un test de
normalidad Shapiro Wilk. En caso de los analisis morfométricos del corazon, se
obtuvieron promedios, desviacién estandar y se realizé un analisis de normalidad
Shapiro Wilk y se aplico la prueba t de Student para muestras independientes. La
expresion de los miRNAs se analizé por el procedimiento de 2-ACt. El analisis
estadistico se llevo a cabo utilizando una ANOVA de una via. Las diferencias entre los

grupos de estudio fueron consideradas como significativas con valores de p< 0.05.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Induccioén de Hiperglicemia

Ricardo Jfaime Cruz

En ambos grupos, experimental y controles, se continuo el desarrollo embrionario

hasta alcanzar +10 dias de incubacion totales. Para el caso de los embriones

hiperglucémicos (HG) los niveles de glucosa en la sangre aumentaron continuamente

tras cada dosis diaria de glucosa, llegando a superar los 350 mm/dL, en comparacion

con el grupo de embriones normoglucémicos (NT) en donde no se presentaron

cambios significativos en los niveles de glucosa. El registro promedio glucosa en

sangre del Gll fue 198 mm/dL, como se muestra en la grafica 1.
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Grafica 1. Rastreo de los niveles de glucosa en sangre, durante el desarrollo embrionario de Gallus gallus n=86.

43



Ricardo Jfaime Cruz

8.2 Peso y desarrollo corporal

En esta investigacion, aunque ambos grupos hiperglucémico y control fueron
incubados juntos por 10 dias, no solo se detect6 microsomia, demostrada por
embriones de menor peso y talla; también se observo en retraso general en la
maduracion de los embriones HG respecto a los NT. El grupo de embriones NT,
alcanzaron el estadio 36 HH, en contraparte los embriones del grupo HG solo llegaron
al estadio £33 HH tras 10 dias de incubacion. Ademas, en los embriones del grupo HG
se detecto retraso en la maduracion de extremidades como lo indica la cabeza de
flecha y en los parpados (como lo sefiala la flecha), asi como defectos en las falanges

de las patas, como lo indicado por la estrella en la figura 1.

Figura 1. A) Embriéon de Gallus gallus incubado por 10 dias, en estadio 36 HH normoglucémico. B) Embrion de

Gallus gallus incubado por 10 dias hiperglucémico
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Los embriones de ambos grupos, mostraron un aumento exponencial del peso y largo
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, los embriones del grupo HG mostraron
una reduccién del 34% (p=0.0032) en el aumento de peso corporal, comparados con
el grupo de embriones NT. Para el caso de la longitud hubo una reduccién del 14% en

los embriones del grupo HG respecto a los NT (p=0.0031), como lo indican las graficas
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Grafica 2A. Analisis morfométrico de embriones NT y HG. Grafica 2A. Peso corporal de los embriones NT 34% mayores respecto
a los HG. Grafica 2B. Longitud de los embriones de los embriones NT14 % mayores respecto a los HG.
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Aunque los embriones de ambos grupos de estudio se obtuvieron después del mismo
tiempo de incubacion (10 dias), el retraso en el desarrollo del grupo experimental de
embriones HG, fue muy evidente, y se constaté por el mayor indice de desarrollo
embrionario (peso/largo®) del grupo normoglucemico (NT), respecto al grupo HG
(p=0.0401) como se aprecia en la grafica 3.
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Gréfica 3. indice de desarrollo del crecimiento del grupo de embriones NT (linea gris) respecto a los HG (linea naranja).

Respecto a la morfometria cardiaca, se fotografiaron los corazones de embriones HG
y de los embriones NT, se midi6 el largo y ancho del corazon completo, encontrando

un menor tamano de los corazones de embriones HG, como lo ilustra la figura 2.
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Figura 2. Corazones de embriones de Gallus gallus observados a 25x. A) Corazon en estadio 32 HH de embridn
NT. B) Corazén en estadio 32 HH de embrién HG. C) Corazon en estadio 36 HH de embrion NT. D) Corazon en
estadio 36 HH de embrion HG (la barra de escala representa 1 mm en todas las fotografias).

8.3 Analisis morfométrico e histologico.

Para corroborar el retraso en el desarrollo embrionario por el ambiente hiperglucémico,
se procedio a analizar la morfohistologia de los corazones, en estadio 32 HH y 36 HH,
mediante cortes histologicos seriados transversales donde se medié el diametro
ventricular y el tamafo de la circunferencia cardiaca a la altura media de los
ventriculos, tomando como referencia la insercion de los musculos apilares. En los
embriones del grupo HG, encontramos una disminucién de casi el 20% del diametro
ventricular (p=0.0301), respecto a la circunferencia cardiaca, los embriones del grupo
HG presentaron una reduccién del 25% (p=0.0281) con respecto a los embriones del

grupo NT, como se ve en las graficas de la figura 3.



32 HH 36 HH 32 HH 36 HH
Corazones HG ——Corazones NT Corazones HG ——Corazones NT 28

Figura 3. Imagenes representativas de cortes histologicos de corazones, tefiidos con tincion de hematoxilina-eosina de
observados a 4x. A) Corte transversal de corazén de embrién NT en estadio 32 HH. B) Corte transversal de corazén de embrion
HG en estadio 32 HH. C) Grafica del promedio del diametro de los corazones de embriones HG respecto a los embriones NT. D)
Grafica del promedio de la circunferencia cardiaca de embriones HG respecto a los embriones NT (la barra de escala representa
1 mm en todas las fotografias).

Para corroborar lo anterior se procedié a analizar a mayor aumento la morfohistologia
de la pared libre del ventriculo derecho (PVD), de la pared libre del ventriculo izquierdo
(PV1) y del tabique interventricular (T1V) de corazones en estadio 32 HH y 36 HH, esto
mediante cortes histolégicos seriados, encontrando una disminucion en el grosor en
ambas paredes ventriculares y en el tabique interventricular, de los embriones del

grupo HG, con respecto a los embriones del grupo NT, como se ve en la figura 4.

48



PVI

PVD

TIvV

Pared Ventriculo lIzquierdo

/z

T
- 1
I

32 HH 36 HH

Corazon HG ——Corazén NT

Pared Ventriculo Derecho

x/

1

T
L

32 HH 36 HH
Corazon HG —*-Corazén NT

Tabique Interventricular

32 HH 36 HH

Corazon HG —e—Corazén NT

Figura 4. Imagenes representativas de cortes histoldgicos transversales de corazones 36HH, tefidos con tincién
de hematoxilina-eosina. A) Corte a la altura de los musculos papilares indicando las 3 zonas de interés de un
corazon del grupo HG observados a 6x. B) Corte a la altura de los muasculos papilares indicando las 3 zonas de
interés de un corazoén del grupo NT observados a 6x. C) Pared Ventricular izquierda de embrion NT observados a
40x. D) Pared Ventricular izquierda de embridon HG observados a 40x. E) Grafica del promedio del grosor de las
paredes ventriculares derechas de embriones HG respecto a los embriones NT. F) Pared Ventricular Derecha de
embrién NT observados a 40x. G) F) Pared Ventricular Derecha de embriéon HG observados a 40x. H) Grafica del
promedio del grosor de las paredes ventriculares derechas de embriones HG respecto a los embriones NT. I)
Tabique Interventricular de embrién NT observado a 40x. J). Tabique Interventricular de embrién HG observado a
40x. K) Grafica del promedio del grosor del tabique interventricular de embriones HG respecto a los embriones NT

(la barra de escala representa 200 um en todas las fotografias).
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En el Grupo HG se presentaron resultados similares en ambos estadios (32 HH y 36
HH). En la PVI en estadio 36HH se presentd una pérdida del grosor de 40%.
(p=0.0025). En la PVD hubo una pérdida del grosor de 35% (p=0.0021). Para el caso
del TIV se observé una disminucién del 38% (p=0.00202) en el grosor respecto al

grupo de embriones NT.

Posteriormente se realizé un conteo de miociotos por campo, usando como referencia
las tres areas anteriores (pared ventricular derecha e izquierda, y el tabique
interventricular de ambos grupos en 32 HH y 36 HH). En el grupo HG se observé una
disminucién del 30% (p=0.00286) en el numero de células por campo en la pared
ventricular derecha, en la pared ventricular izquierda se redujo un 34% (p=0.00237) el
numero de células y en el tabique interventricular el numero de células por campo

disminuyo6 un 19% (p=0.00493) respecto a los embriones NT (figura 5).

Pared Ventriculo Derecho Pared Ventriculo 1zquierdo

/ /

T
:
1 i : i

36 HH 32HH 36 HH 36HH

Corazon HG ==®==Corazén NT Corazon HG === Coraz6n NT Corazon HG  *=®=Corazén NT

Grafica 4. Resultados del promedio de conteo celular por campo, vistos a 40x. A) Pared Ventricular Derecha de
embriones NT respecto a los embriones HG. B) Pared Ventricular Izquierda de embriones NT respecto a los
embriones HG. C) Tabique interventricular de embriones NT respecto a los embriones HG.

En el analisis mediante microscopia electronica de barrido de la organizacion de las

trabéculas carnosas de los ventriculos del grupo HG se encontré un retraso en la
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delaminacion y en la compactacion de las trabéculas respecto a los NT (figura 6), la
flecha senala la pared ventricular con un mayor nivel de compactacion en embriones
NT, respecto a la pared ventricular de los embriones HG como lo indica la cabeza de

flecha.
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Figura 5. Micrografias de corazones embrionarios de Gallus gallus en estadio 32 HH.
Ay C) Corazén NT. Dy B) Corazon HG.

8.4 Evaluacion de expresion de miR-223 por qRT-PCR

Para validar el posible aumento de la expresion del miR-223 en un ambiente
hipoglucémico se realizaron pruebas de gRT-PCR en el tejido cardiaco de estadio
36HH y utilizando como control endégeno el miRNA UG, y mediante la técnica de
expresion relativa AACt se constatdé un aumento del 41% (p=0.00256) en la expresion

del miR-223 en los embriones HG respecto a los NT, como lo muestra la figura 7.
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Grafica 5. Expresion del miR-223 por
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18
16
14

12

| ' I I
0 '
NT HG

HU6 EmiR-223

oo

)

EN

N

8.5 Inmunodeteccion de proteinas indicadoras de daino al miocardio.

8.5.1 TNNI3K

Se ha reportado en la literatura que existen proteinas sarcoméricas que se ven afectas
al aumentar la expresion del miR-223, por lo que evaluamos la expresion de TNNI3K,
usando anticuerpos especificos, se buscé comparar la expresion de esta proteina
mediante inmunofluorescencias, cuantificando la densidad éptica de fluorescencia. Se
encontré un aumento en la expresion de TNNI3K en los corazones de embriones HG,
en comparativa con los embriones NT como se muestra en la figura 8. En la PVD del
grupo HG se presentd un aumento del 30% (p=0.00361) mas de expresiéon de la
TNNI3K, en las PVI un aumentd en 37% (p=0.00233). Un resultado similar se encontré
en el TIV, donde hubo un incremento del 34% (p=0.00261) en la expresiéon de TNNI3K,
cabe recalcar que su expresion, no se detecté en la forma tipica de fibrilar, por el

contrario, dispersa en el citoplasma.
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Figura 6. Imagenes representativas de inmudetecciones de TNNI3K en cortes histologicos transversales de
corazones 36HH. A) Pared Ventricular Izquierda de embriones HG observado a 60x. B) Imagen del tabique
interventricular de embriones HG visto a 60x. C) Pared Ventricular Izquierda de embrion NT visto a 60x. D) Imagen
del tabique interventricular de embriones NT visto a 60x.

8.5.2 cTnl

Dando seguimiento al aumento en la expresion de TNNI3K, al ser una cinasa
interactuante con cTnl, se procedié a medir en las paredes libres ventriculares derecha
e izquierda, asi como el tabique interventricular por medio de inmunofluorescencia
especifica contra cTnl. Se encontré un aumento en su expresion de 39% (p=0.0284)
en la PVI, en la PVD se presentd un aumento del 24% (p=0.0297) (Figura 7). Un
resultado similar fue lo ocurrido en el TIV donde hubo un aumento del 41% (p=0.00225)
de la expresion de cTnl en los embriones HG respecto a los embriones NT como se
muestra en la figura 9 esta proteina, no se detecto el patrdn fibrilar linear clasico, la

fluorescencia tenia un aspecto mas bien grumoso en el grupo HG.
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Figura 7. Imagenes representativas de inmunodetecciones de cTnl en cortes histoldgicos transversales de
corazones 36HH. A) Pared Ventricular Izquierda de embrién HG observado a 60x. B) Imagen del tabique
interventricular de embriones HG visto a 60x.

8.5.3 Desmina

Continuando con los marcadores de dafio al miocardio, se procedié a medir la desmina
por medio de inmunofluorescencia en las paredes ventriculares libres derecha e
izquierda, asi como el tabique interventricular. En la figura 10 se muestran imagenes
representativas de la Pll, donde se presentd una disminucion del 23% (p=0.00374) de

la expresidon de desmina en los embriones HG respecto a los embriones NT.

Desmina PVI

Figura 8. Imagenes representativas de inmunodetecciones de desmina en cortes histolégicos transversales de
corazones 36HH. A) Pared Ventricular Izquierda de embrion NT observado a 60x. B) Imagen de la Pared Ventricular
Izquierda de embriones HG visto a 60x.
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El analisis por Western Blot de la expresion de las proteinas sarcoméricas mostré
resultados similares a lo observado en la inmunofluorescencia. En las densitometrias
obtenidas del tejido del grupo HG hubo un aumento del 62% (p=0.00321) en la
expresion de TNNI3K, un aumento del 54% (p=0.00402) en cTnl, en contraste, en el
caso de la desmina hubo una disminucion del 23% (p=0.00341). Se utilizé actina como

control como lo indica la figura 11.
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Figura 9. A) Western Blot de TNNI3K, cTnl, desmina y Actina. B) Densitometria de las proteinas medidas en el

Western Blot.
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IX. DISCUSION

Actualmente se reporta un incremento acelerado a nivel mundial de casos de mujeres
diabéticas en edad reproductiva que correlaciona con el incremento de casos de fetos
y niflos que manifiestan deficiencias en la funcion miocardica que a menudo conduce
a la muerte perinatal. En concordancia con estos hechos, evidencias clinicas y
experimentales sugieren que los niveles elevados de glucosa durante la gestacion a
menudo causan la muerte embrionaria o fetal, asi como las enfermedades congénitas
de diversos 6rganos, que comunmente son causas de muerte prenatal (Herrera y col.

1985).

Existen una gran variedad de fuentes en la literatura que muestran informacion acerca
de estudios realizados en mujeres con diabetes durante la gestacién que establecen
una posible relacion de esta enfermedad materna con las alteraciones en la
homeostasis y funcion cardiacas observadas en la progenie desde el periodo neonatal
y/o en la vida adulta que puede desarrollar hipertrofia cardiaca y dafio al miocardio.
Los efectos llegan a presentarse como consecuencia directa del ambiente intrauterino

hiperglucémico observado en casos de DM tipos 1y 2 (Dervisoglu, 2018).

Diversos trabajos en ratones transgénicos asocian el exceso del miR-223 con la
hipertrofia ventricular e insuficiencia cardiaca y con la expresion exacerbada de
TNNI3K, reduccién de la longitud del sarcomero que conducen a la progresion de las

miocardiopatias. Con el propdsito de validar estos resultados en un modelo desarrollo
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embrionario cardiaco in vivo no transgeénico, evaluamos el desarrollo del miocardio
ventricular, la expresion de las proteinas sarcoméricas cTnl, desmina y TNNI3K, asi
como el miRNA-223 en embriones de pollo en un medio hiperglucémico. A pesar de la
importancia que tiene la hiperglucemia en mujeres gestantes en los problemas de
funcién del corazén de la progenie, poco se sabe sobre los cambios celulares y

mecanismos de regulacién que promueven estos danos.

9.1 Importancia de hiperglucemia en embrién de pollo
Por razones bioéticas, no se pueden realizar investigaciones experimentales en
humanos en etapas embrio-fetales y los modelos mamiferos murinos no permiten
analizar de manera aislada la hiperglucemia. Por esta razon el embrion de pollo resultéd
un modelo de estudio adecuado que nos permitid aislar como Uunica variable
experimental el ambiente hiperglucémico para hacer estudios en etapas distintas del
desarrollo embrionario y asi analizar los efectos del ambiente hiperglucémico sobre la

morfohistologia cardiaca.

Los resultados de menor peso y talla de los embriones del grupo HG, replican algunos
los resultados materno-fetales de mujeres que presentaban diabetes no controlada
durante la gestacion. lessi, y cols. (2010) mencionan que en casos menos extremos,
la hiperglucemia en mujeres gestantes altera el crecimiento y el desarrollo prenatal, lo
que puede generar microsomia. En nuestra investigaciéon no solo se vio la presencia
de microsomia, al obtener embriones mas pequefos también se observo el retraso

general en el desarrollo de los embriones HG respecto a los NT, ambos grupos fueron
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incubados juntos por 10 dias (Figura 1, grafica 2 y 3). En este periodo, el grupo de
embriones NT alcanzo el estadio 36 HH, en contraparte los embriones del grupo HG
tras 10 dias de incubacion solo llegaron al estadio £33 HH. Ademas, en los embriones
del grupo HG se detecto retraso en la maduracion de extremidades y ojos, asi como
defectos en las falanges de las patas. Estos resultados son concordantes con lo
reportado por Salazar-Garcia y cols. (2015) en un modelo de rata con hiperglucemia
indicida mediante la administracion de estreptozotocina el dia 5 de la gestacion y con
Reller & Kaplan, (1998) en un estudio de hijos de mujeres diabéticas, quienes inclusive
mencionan que el ambiente hiperglucémico puede llegar a afectar la funcion sistolica

y diastolica, llegando a causar insuficiencia cardiaca.

9.2 El ambiente hiperglucémico y la morfohistologia cardiaca
El retraso en la maduracion morfologica y funcional de 6rganos como el corazon y
estructuras derivadas, pueden significar repercusiones importantes en la funcién
cardiaca, lo cual puede conducir a procesos de remodelacién cardiaca e inclusive a
hipertrofia de los cardiomiocitos (Tang, 2013). Las trabéculas carnosas son estructuras
musculares irregulares que se fijan a la pared ventricular, que dan resistencia para
aumentar la contraccion del corazon, el retraso o la falla en la delaminacion y
compactacion de las trabéculas esta asociado a problemas en la contraccion cardiaca
y en la presencia de arritmias cardiacas (lcardo & Fernandez, 1987). Encontramos en
el grupo HG menor tamano del corazén (figura 2) y observamos retraso en la
delaminacion de las trabéculas, asi como menor grado de compactacion del miocardio

(Figura 5). Por tanto, podemos suponer que los efectos del ambiente hiperglucémico
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en la morfologia del corazon pueden tener repercusiones posteriores a nivel molecular

y funcional.

Se sabe que la organizacion de las miofibrillas tiene un papel importante en la
contraccién del miocardio, en este contexto, en experimentos realizados en el afo
2014 por Dowling y sus colaboradores encontraron diferencias en las caracteristicas
histologicas del corazén de fetos de 18 dias obtenidos de ratones hembra diabéticas,
respecto a los de madres control. Nosotros al igual que estos autores encontramos
que diferencias significativas entre el grupo HG y el control fue el numero de nucleos
en el miocardio de las paredes ventriculares como lo muestra la figura 5. Por tanto,
con base en nuestros resultados de menor diametro, circunferencia y grosor de las
paredes ventriculares (figuras 3 y 4) y menor numero de nucleos en el miocardio
(Grafica 4) podemos concluir que el ambiente hiperglucémico embrionario altera el

desarrollo de miocardio de la progenie.

9.3 Expresion del miR 223 en modelo embrionario de hiperglucemia.
Los miRNAs, son pequefias secuencias de RNA no codificantes, su estudio ha crecido
debido a que participan en varios procesos fisiologicos y patologicos. La evidencia
acumulada indica que la desregulacion de algunos de estos miRNAs y los procesos
en los que participan estos miRNAs juegan un papel crucial en remodelaciones

andmalas cardiaca.
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El miR-223 se ha implicado en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos, pero
practicamente todos coinciden que esta asociado con enfermedades del miocardio. Lu
et al. (2010) informaron que el miR-223 estaba aumentado en las biopsias del
ventriculo izquierdo de pacientes con diabetes tipo 2 y que la sobreexpresién de miR-
223 aumentaba la captacion de glucosa al aumentar la expresién de la proteina Glut4.
Wang y col. en 2015, en un modelo de raton con hipertrofia cardiaca in vivo e in vitro,
informaron que la expresion elevada el miR-223 acelera la hipertrofia cardiaca. En
concordancia con estos reportes, nuestro modelo de hiperglucemia embrionaria
encontramos una mayor expresion de miR-223 (grafica 5) que probablemente esté
relacionada con los cambios morfohistolégicos de corazén antes mencionados y con
la expresidon de otras proteinas sarcoméricas. Para confirmar esta idea analizamos el
patrén de expresion de TNNI3K, y proteinas sarcoméricas marcadoras de defectos
funcionales del miocardio, cTnl y desmina mediante inmunofluorescencia y

microscopia confocal (figuras 6-8) y western blot (figura 9).

9.4 Patron de expresion de las proteinas sarcoméricas marcadoras de
hipertrofia.
Los cardiomicitos contienen conjuntos de sarcomeros alineados en serie paralelos al
eje longitudinal de la célula. El mecanismo de la hipertrofia cardiaca esta relacionado
con los cambios en la organizacion de la estructura sarcomérica inducida por la
alteracion de la fosforilacion de proteinas (Landstrom & Ackerman, 2012). Existe
evidencia de que las remodelaciones andmalas en el corazén posnatal son provocadas

por la activacion de cascadas de proteina cinasa que, a su vez, activan MAPK. Estas
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cinasas fosforilan varios sustratos celulares importantes para el crecimiento celular y
los procesos de diferenciacion relacionados con la hipertrofia cardiaca (Katta y cols.
2013). Se sabe que la expresion exagerada de TNNI3K acelera la disfuncion cardiaca
en modelos de miocardiopatias en ratones, lo que indica un papel importante en la
modulacién de la progresion de la enfermedad. Adicionalmente se ha informado que
el aumento de la actividad TNNI3K induce la remodelacion cardiaca provocando una
serie de cambios celulares y moleculares, que incluyen una reduccién de la longitud
del sarcomero y cambios en la composicion de la isoforma de la titina (Tang y col.
2013). La cTnl es una proteina que colabora en el acoplamiento actina-miosina durante
la contraccion cardiaca. Se ha descrito una mayor sensibilidad para la cTnl en la
deteccion de una minima lesion miocardica, y en el diagndstico del infarto (Garcia, et

al. 1998).

TNNI3Ky cTnl, se localizan en el sarcomero de células cardiacas y son efectores en
el acoplamiento de la miosina y la actina, durante la contraccion del musculo cardiaco
(Tang y col. 2013). La sobre expresion de estas proteinas se considera indicador de
dafo al miocardio y predictor preinfarto (Diaz & Burgos, 2002). Asi mismo, se ha
reportado alta expresion de cTnl en humanos adultos fallecidos que habian padecido
diabetes y alguna deficiencia en la funcién cardiaca. Adicionalmente, en un modelo
experimental de cardiomiopatias en ratas, la cTnl se asocié con remodelaciones
anomalas cardiacas (Johnston, et al. 2017). Con base a estos antecedentes,
suponemos que los altos valores de expresion tanto de TNNI3K (figura 8) como de

cTnl encontrados en el grupo HG (figura 9) son indicativos de un posible dafo
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miocardico, esto debido a que el corazén no tendria la fuerza necesaria para realizar

el bombeo 6ptimo de la sangre.

En concordancia con esta idea, el analisis del patrén espacio temporal de expresion
de TNNI3K y cTnl por microscopia confocal permitié definir que en el miocardio del
grupo HG ninguna de estas proteinas tiene un patron fibrilar lineal, la fluorescencia
mas bien tenia un aspecto grumoso, la DOF y la expresion relativa de las proteinas
detectada por WB fue mayor. En contraste en el grupo NT el patrén de expresion de
TNNI3K cTnl era fibrilar, mientras que la DOF y la expresion relativa de las proteinas

fue menor (figuras 8, 9).

En cuanto a la desmina, es un componente integral de los cardiomiocitos
particularmente de los filamentos intermedios, su baja expresion se ha relacionado a
defectos mecanicos y estructurales del citoesqueleto celular, conllevando a un mal
funcionamiento en la contraccidn del musculo cardiaco ya que se vincula al aparato
contractil, los discos intercalares, el nucleo y otros organulos celulares (Goldfarb &
Dalakas, 2009). Pudiendo también provocar deficiencia en la propagacién correcta de
la actividad de la contraccion y conduccion de sefales eléctricas entre las células del
musculo cardiaco (Panagopoulou y col. 2008). Nosotros encontramos que la expresion
de la desmina en el grupo HG mostraba un patron difuso (figura 10), en algunos
especimenes del grupo NT fueron distinguibles incipientes discos intercalares por

inmunofluorescencia, nunca se observaron en especimenes del grupo HG. Respecto
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a la DOF y expresion relativa de la desmina en el grupo HG se encontré disminuida

respecto al grupo NT.

X. CONCLUSIONES

El desarrollo embrionario bajo un ambiente hiperglucémico afect6 la morfologia y la
histologia de las paredes ventriculares del corazon, ademas en el grupo
hiperglucémico se vio afectado al alza el patrén de expresion del miRNA-223 y de las
proteinas sarcomericas TNNI3K y cTnl; y a la baja la expresion de desmina, lo cual

podria tener repercusiones en la funcion cardiaca a mediano o largo plazo.

Una vez concluida la investigacion podemos decir que los efectos a los que conlleva
la hiperglucemia durante el desarrollo embrionario, pueden abrir mas puertas a nuevos
estudios de investigacion del efecto del ambiente hiperglucémico en la progenie, tanto
a corto, como largo plazo. Esto contribuye a la sociedad debido a que existen muchos
factores en un ambiente intrauterino hiperglucemico que aumentan los riesgos de
contraer enfermedades cardiovasculares a cualquier etapa de la vida. Tomando en
cuenta que la poblacién actual con diabetes es tan grande y entre ellos, madres
diabéticas, estamos aportando nueva informacion que podria ayudar concientizar de
todos los riesgos que conlleva el desarrollo embrionario bajo un ambiente

hiperglucémico y propensién a desarrollar enfermedades cardiovasculares.
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Xll. ANEXOS

Anexo 1. TincionHematoxilina-Eosina

a)

b)

d)

Des-parafinado. Los tejidos se colocaron en estufa para histologia antes
descrita a 600C por 3 horas, a fin de eliminar el exceso de paraplasto. Una vez
transcurrido el tiempo, los tejidos fueron sumergidos en 3 cambios de Xilol por
5 minutos c/u.

Hidratacion. Los tejidos fueron sumergidos en series graduales de alcohol por
5 minutos desde 100 hasta 30% y finalmente en agua bidestilada.

Tincion Hematoxilina. Los tejidos fueron bafados por 3 minutos con
Hematoxilina de Harris, el exceso de colorante fue lavado con agua destilada
por 3 minutos. Se pasaron en un cambio rapido en solucion de alcohol al 70%
con 5 gotas de HCL, después con agua:amoniaco (1:1000) por 3 minutos.
Tincion Eosina. A fin de contrastar el nucleo celular los tejidos fueron
sumergidos por 1 minuto en Eosina. Posteriormente los cortes fueron
deshidratados rapidamente con de alcohol al 96% y dos mas de alcohol 100%.
Montaje. Los tejidos se pasan por Xilol e inmediatamente fueron montados en

resina Entellan New®.
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(Primer Autor)

e (2018) Septiembre V Congreso |beroamericano de Histologia, XXXIX
Congreso Nacional de Histologia. Universidad Auténoma Metropolitana,
“Importancia del miRNA-223 en el desarrollo del miocardio ventricular del

corazon en condiciones de hiperglucemia” Modalidad Oral (Primer Autor).
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ACTA DE EXAMEN DE GRADO
Cona ablerts ol temge
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o, 00001

Mo ande )6 MG

Andlisis del efecto de la
hipergiucemis enmbrionacia en
el desarrollo del miocardio
ventricular y expresion de
moléculas marcadoras de dafno
4l miocardio.

En la Cludad de México, se presentaron a4 l1as 11:00 horas
del dia % del mes de enero del afo 2019 en 1a Unidad
Tztapalapa de 1a Universidad Autdnoma Metropolitana, los
SUNCELTOS niembros del jurado:

DR, FRANCISCO JAVIER ALARCON AGUILAR
DR, FRANCISCO JESUS ARENAS KUERTERO
DR, GUILLERMO AQUINO JARQUIN
DRA. MARCELA SALAZAR GARCIA

bajo la Presidencia del primero Y con cardcter de
Secretaria la Oltima, #¢ reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencion del grado de:

NAESTRO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: RICARDO JAIME CRUZ

y de Acuerde con el articulo 78 fraccidén 111 del

¥ Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
‘esay Auténoma Metropolitana, los mienbros del Jurado
resolvieron:
RICARDO JAME CRUZ
ALUMNOG
= APDODRAR
Acto continuo, LH presidente del Jjurado comunicd al
interesado el resultado de 1a evaluacion y, en case
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
MTRA DE LA PAZ
DIRECTORA ESCOLARES
DIRECTORA D€ Cos PRE
\
1 -
CAMARGO RICALOE DR P w(moum
VOCAL ] VOCAL SECRETARA
DR FRANCISCO JE HUERTERO DR GUALLERMO JARQUIN DRA MARCELA SALAZAR GARCIA
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