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RESUMEN 

La hiperglucemia durante la gestación puede alterar el desarrollo del corazón fetal, 

aumentando el riesgo de enfermedades cardiovasculares posnatales. Es importante 

identificar marcadores tempranos de daño cardíaco fetal inducido por un desarrollo en 

un ambiente hiperglucémico y dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes. Las 

investigaciones clínicas de adultos diabéticos con disfunción cardíaca y estudios con 

ratones transgénicos han revelado que la sobreexpresión de TNNI3K puede contribuir 

al desarrollo de insuficiencia cardíaca, remodelaciones anómalas e hipertrofia 

ventricular. La función cardíaca óptima también depende de la organización adecuada 

de los tejidos contráctiles y excitables regulados por uniones intercelulares ocluyentes, 

adherentes y comunicantes. Las cardiopatías congénitas al ser la principal causa de 

muerte neonatal en el mundo resultan de gran importancia comprender su posible 

origen. El objetivo de este trabajo evaluar los cambios en el desarrollo del corazón 

embrionario y los niveles de expresión de proteínas sarcoméricas (troponina I, desmina 

y TNNI3K), proteínas de uniones, Glut-1 y Ki-67 en condiciones de hiperglucemia fetal. 

Se utilizaron embriones de Gallus gallus domesticus en estadio 22HH, se formaron 

dos grupos: el grupo hiperglucémico (HG) al cuál se le administró sobre la membrana 

corioalantoidea 400 µl solución de glucosa al 30 mmol/L cada 24 horas durante 10 

días. El otro grupo de embriones fue el no tratado (NT), se les administró 400 µl de 

solución salina fisiológica, en la misma zona cada 24 h durante 10 días (etapa 36HH). 

Durante el periodo de inducción se midió la glucosa en sangre, el eje coronilla rabadilla 

y el peso de los embriones, así como el tamaño del corazón, el análisis histopatológico 

y una estimación de expresión de proteínas sarcoméricas y uniones celulares 

mediante western blot e inmunufluorescencia por microscopia confocal. Los embriones 

HG mostraron retrasos en maduración cardiaca y el análisis histopatológico reveló una 

reducción del espesor de la pared ventricular izquierda y derecha. Los niveles de 

inmunoexpresión de TNNI3K y troponina I aumentaron (37% y 39%, respectivamente) 

y la intensidad de fluorescencia de desmina se redujo, así como la proliferación en los 

embriones HG. La hiperglucemia embriofetal puede desencadenar un aumento en los 

niveles de expresión de TNNI3K y troponina I, así como una disfunción de las uniones 

ocluyentes y adherentes, induciendo un desarrollo cardiaco anormal. 
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ABSTRACT 

Hyperglycemia during gestation can disrupt fetal heart development and increase 

postnatal cardiovascular disease risk. It is therefore imperative to identify early 

biomarkers of hyperglycemia during gestation-induced fetal heart damage and 

elucidate the underlying molecular pathomechanisms. Clinical investigations of diabetic 

adults with heart dysfunction and transgenic mouse studies have revealed that 

overexpression or increased expression of TNNI3K, a heart-specific kinase that binds 

troponin cardiac I, may contribute to abnormal cardiac remodeling, ventricular 

hypertrophy, and heart failure. Optimal heart function also depends on the precise 

organization of contractile and excitable tissues conferred by intercellular occlusive, 

adherent, and communicating junctions. The current study evaluated changes in 

embryonic heart development and the expression levels of sarcomeric proteins 

(troponin I, desmin, and TNNI3K), junctional proteins, glucose transporter-1, and Ki-67 

under fetal hyperglycemia. Stage 22HH Gallus gallus domesticus embryos were 

randomly divided into two groups: a hyperglycemia (HG) group, in which individual 

embryos were injected with 30 mmol/L glucose solution every 24 h for 10 days, and a 

no-treatment (NT) control group, in which individual embryos were injected with 

physiological saline every 24 h for 10 days (stage 36HH). Embryonic blood glucose, 

height, and weight, as well as heart size, were measured periodically during treatment, 

followed by histopathological analysis and estimation of sarcomeric and junctional 

protein expression by western blotting and immunostaining. Hyperglycemic embryos 

demonstrated delayed heart maturation, with histopathological analysis revealing 

reduced left and right ventricular wall thickness (−39% and −35% vs. NT). 

Immunoexpression levels of TNNI3K and troponin I increased (by 37% and 39%, 

respectively), and desmin immunofluorescence reduced (by 23%). Embryo-fetal 

hyperglycemia may trigger an increase in the expression levels of TNNI3K and troponin 

I, as well as dysfunction of occlusive and adherent junctions, ultimately inducing 

abnormal cardiac remodeling. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Diabetes Mellitus 

La diabetes mellitus (DM) es una afección crónica que se caracteriza por hiperglucemia 

con valores >126mg/dL, (IDF, 2021; OMS, 2016). Dicha enfermedad es un importante 

problema de salud pública en todo el mundo por ser cada vez más frecuente y por la 

severidad y diversidad de sus complicaciones crónicas (Zhao et al. 2013; Harrison, 

2006). La federación internacional de diabetes (IDF) ha informado que alrededor de 

463 millones de los adultos de 20 a 79 años la padecen. En el caso de México, en 

2017 se informó que se presentaron alrededor de 12 millones de casos, ocupando así 

el 6o. lugar mundial en número de individuos con DM, en 2022 se reportó que la 

prevalencia de prediabetes en nuestro país fue de 22.1%, y de diabetes diagnosticada 

y no diagnosticada de 12.6 y 5.8%, respectivamente, lo que resulta en una prevalencia 

de DM total de 18.3% (Ensanut, 2023). 

La glucosa es la molécula energética necesaria para que las células cumplan sus 

funciones metabólicas y la insulina sintetizada y secretada por el páncreas, es una 

hormona esencial, necesaria para el transporte de glucosa desde la circulación 

sanguínea hacia las células (ADA, 2019). La DM se desarrolla cuando el páncreas 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 estímulo provocan 

hiperglucemia (OMS, 2016).  
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1.1.1 Clasificación de la DM 

De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes (ADA) esta enfermedad puede 

ser clasificada en las siguientes categorías: 

• Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), ocasionado por la destrucción autoinmune de 

las células β-pancreáticas y generalmente conduce a la deficiencia de insulina. 

• Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), debida a una pérdida progresiva de secreción 

de insulina de las células β-pancreáticas, con frecuencia se presenta resistencia 

a la insulina. 

• Diabetes mellitus gestacional, diagnosticada en el segundo o tercer trimestre 

del embarazo que no fue diagnosticada antes de la gestación. 

• Tipos específicos de diabetes debido a otras causas, como la diabetes 

monogénica (diabetes mellitus neonatal y la diabetes del adulto en jóvenes 

(MODY, por sus siglas en inglés) enfermedades del páncreas exocrino 

(cistifibrosis y pancreatitis), y diabetes inducida por medicamentos o productos 

químicos (glucocorticoides, tratamiento del VIH/SIDA o después del trasplante 

de órganos). 

La progresión de la DM1 y la DM2 puede variar considerablemente. En todos los tipos 

se presenta perdida de función de los islotes pancreáticos que por lo general lleva a la 

deficiencia de insulina. Las personas con DM1 necesitan la administración diaria de 

insulina, a fin de mantener el nivel de glucosa dentro del intervalo adecuado. Sin esta 
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hormona no serían capaces de sobrevivir. En la DM2 predomina la pérdida progresiva 

de la secreción 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 más 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 variación en lo reportado en cada país, con algunas regiones del mundo que 

presentan una incidencia más alta que otras (IDF, 2021). 

La hiperglucemia es uno de los factores de riesgo reconocidos para la aparición y 

progresión de las complicaciones de la DM. La elevación mantenida en las 

concentraciones de glucosa provoca cambios en las proteínas plasmáticas y tisulares 

con efectos indeseables sobre la salud del paciente diabético, de no controlarse, puede 

provocar daños a largo plazo en varios órganos del cuerpo, que conllevan al desarrollo 

de complicaciones sanitarias discapacitantes y peligrosas para la supervivencia como: 

ceguera, insuficiencia renal, accidente cerebrovascular, amputación de miembros 

inferiores, problemas cardiovasculares, etc. (IDF, 2021).  

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

células:  

❖ Estrés oxidante. El modo preciso de cómo el estrés oxidante puede acelerar el 

desarrollo de complicaciones en ambientes hiperglucémicos aún no ha sido 

dilucidado. Estudios experimentales y clínicos informan que el estrés oxidante 

derivado de la hiperglucemia promueve la producción de radicales libres; 
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deteriora el sistema de defensa antioxidante endógeno de las células como las 

vitaminas A, C y E, glutatión (GSH) y las enzimas superóxido dismutasa, 

catalasa, glutatión peroxidasa y glutatión reductasa (Matough et al. 2012). 

Incluso, el estrés oxidativo en mujeres gestantes con hiperglucemia puede 

afectar desfavorablemente el desarrollo embrio-fetal (Wender et al. 2004).  

❖ Glicosilación no enzimática (GNE). La glucosa forma uniones covalentes con 

las proteínas del plasma sanguíneo a través de un proceso no enzimático 

conocido como glicosilación, además se ha descrito que la glucosa en exceso 

puede unirse con algunas otras biomoléculas endógenas celulares importantes 

como los lípidos y ácidos nucleicos. La GNE ocurre en condiciones fisiológicas, 

pero en ambientes hiperglucémicos está patológicamente acelerada, sobre todo 

en períodos de descompensación metabólica natural como sucede durante la 

gestación. La glicosilación provoca modificaciones bioquímicas, fisicoquímicas 

y funcionales de las biomoléculas nativas. El grado de glicosilación depende de 

la concentración de glucosa en el medio extracelular y del tiempo de vida media 

de las biomoléculas.  Estudios recientes sugieren que los productos finales de 

glicación proteínica avanzada interactúan con receptores de membrana y 

modifican la señalización intracelular, la expresión génica, la liberación de 

moléculas proinflamatorias y/o radicales libres. Alternativamente se activan las 

vías de señalización intracelular para la generación de citocinas 

proinflamatorias y proscleróticas que conducen al desarrollo y progresión de 

complicaciones cardiovasculares diabéticas (Singh et al. 2014).  
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1.1.2 Diabetes durante la gestación 

El periodo gestacional provoca grandes cambios fisiológicos, que trascurren hasta el 

momento del parto, caracterizados entre otros por la presencia de niveles séricos 

elevados de glucosa. La prevalencia de hiperglucemia durante la gestación según la 

ADA se presenta en un 9.2% de la población (ADA, 2019; DeSisto et al. 2014). Según 

la ADA cuando los niveles de la curva de tolerancia de glucosa en ayunas sobrepasan 

92mg/dL, después de una hora los 180 mg/dL y al cabo de dos horas los 153 mg/dL, 

(con previa carga de glucosa vía oral) entre el segundo y tercer trimestre del embarazo 

(24-28 semanas), se trata de una DM gestacional (DMG), que tiene una incidencia de 

entre 75–90% de los casos. En el resto de las mujeres gestantes diabéticas, la 

hiperglucemia se diagnostica durante el primer trimestre, pero en la mayoría de estos 

casos, es probable que la DM1 o DM2, con un valor mayor o igual a 126mg/dL ya 

estuviese presente antes de la concepción (ADA 2019). A este tipo de diabetes en 

mujeres gestantes se le conoce como DM pregestacional (OMS, 2016).  

 

 La IDF estimó que el 16.2% de las mujeres que dieron a luz niños 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, 

2021). En general el embarazo diabético cursa con niveles altos de glucosa, 

caracterizado por resistencia a la insulina, hiperinsulinemia o alteración en las 
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hormonas producidas por la placenta. Esto provoca retrasos en el desarrollo 

embrionario y contribuye de manera significativa a la morbilidad y mortalidad de la 

descendencia de madres diabéticas (Tkáč, 2013).  

 

1.1.3 Efectos de la hiperglucemia durante la gestación 

Evidencias clínicas y experimentales sugieren que la hiperglucemia en mujeres 

gestantes puede tener efectos en la progenie a corto, mediano y largo plazo. A corto 

plazo, la hiperglucemia se relaciona con defectos congénitos de diversos órganos 

entre los que destaca el corazón, siendo una de las principales causas de muerte 

intrauterina y perinatal.  

Adicionalmente, diversos trabajos de investigación, señalan que la hiperglucemia 

materna y el estilo de vida durante la gestación afectan el desarrollo pre y posnatal de 

la progenie (OMS, 2016; Wentzel et al. 2005) y se relaciona con el desarrollo en la 

progenie de DM, obesidad y de particular importancia las enfermedades 

cardiovasculares, las cuales pueden manifestarse desde edades tempranas o en la 

vida adulta (Zhao et al. 2013; Wentzel et al. 2005). A pesar de la relevancia de estos 

estudios, los mecanismos celulares y moleculares que conducen al desarrollo de todas 

estas enfermedades, en particular de las cardiovasculares que conducen a defectos 

morfológicos y funcionales del corazón no han sido completamente dilucidados. 
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1.2 El corazón.  

1.2.1 Características anatómicas e histológicas del corazón 

El corazón es el órgano central y más importante en todos los vertebrados, consta de 

cuatro cavidades contralaterales, un atrio izquierdo y un atrio derecho, así como un 

ventrículo izquierdo (VI) y un ventrículo derecho (VD), separados por el tabique 

interventricular que evita que se mezcle la sangre venosa y la arterial (Villavicencio et 

al 2023, Romero et al. 2023). Este tabique consta de tres regiones bien definidas: 1. 

Interatrial, que separa a un atrio de otro. 2. Atrioventricular, que separa el atrio derecho 

del ventrículo izquierdo y viceversa. 3. Interventricular, que separa al VD del VI 

(Gongora et al 2018; Baño et al. 1986). Los atrios conforman el segmento atrial, el 

derecho recoge sangre de la circulación sistémica y el izquierdo de la circulación 

pulmonar. El VD impulsa la sangre venosa a la circulación arterial pulmonar para su 

oxigenación y el ventrículo izquierdo impulsa la sangre una vez oxigenada (arterial) a 

la circulación sistémica (Anderson et al. 1980).  

El segmento ventricular gracias a su función contráctil aporta la fuerza del bombeo que 

impulsa la sangre. Ambos ventrículos son diferentes en morfología, ciclo de presiones 

y resistencias. Anatómicamente el ventrículo derecho presenta una capa muscular 

moderadamente gruesa, compuesta por miofibrillas de diámetro intermedio. En 

contraste el VI que comúnmente se describe como la cavidad más grande y fuerte del 

corazón, presenta una pared más gruesa y sus miofibrillas son de mayor diámetro, 

dándole la fuerza suficiente para impeler la sangre a través de la válvula aórtica hacia 
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el resto del cuerpo (Hall, 2011; Ham, 1967). Es necesario destacar que la labor de 

bombeo que ejerce el miocardio ventricular es fundamental para la función cardiaca. 

(Góngora et al. 2018).  

 

Esquema 1. Estructura del corazón y trayecto del flujo sanguíneo a través de las cavidades cardíacas y de las válvulas cardíacas, 

tomado de Guyton & Hall, 2021.  

1.2.2 Desarrollo del corazón 

El corazón es el primer órgano que funciona durante el desarrollo embrionario. Está 

formado principalmente por la contribución de dos progenitores cardíacos 

superpuestos espacial y temporalmente que surgen de la capa esplácnica del 

mesodermo lateral anterior que forma el primer campo cardíaco y segundo campo 

cardíaco (el mesodermo esplácnico faríngeo) (Villavicencio et al, 2020).  
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El desarrollo del corazón es un proceso dinámico, secuencial, ordenado 

morfológicamente y regulado genética y epigenéticamente que suele dividirse en 

cuatro etapas superpuestas en el tiempo: 

 

▪ Cardiogénesis temprana: ocurre durante la etapa premorfogenética o 

presomítica del embrión (días 8 a 18 de desarrollo). La cardiogénesis temprana 

comienza con la organización de las áreas cardíacas y de la media luna 

mediante la gastrulación y finaliza con la formación de dos tubos endocárdicos 

que están recubiertos externamente por células del linaje miocárdico. 

 

▪ Etapa morfogenética: esta etapa ocurre durante las semanas 4 a 8 del 

desarrollo embrionario. Comienza con la formación del tubo cardíaco recto, 

derivado del primer campo cardíaco, y finaliza tras la integración de los 

primordios de todas las estructuras que componen el corazón de cuatro 

cámaras. 

 

▪ Septación y remodelación de las cámaras del corazón: esta etapa comienza 

durante la mitad del desarrollo embrionario (estadio 30 Carnegie). Los 

primordios sufren procesos diferenciales de crecimiento y remodelación. Se 

forman las válvulas y el tabique y, al mismo tiempo, las cavidades auricular y 

ventricular adquieren sus identidades morfológicas. 
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▪ Maduración e histodiferenciación: ocurre durante el período fetal (semanas 16 

a 38) e implica la maduración histológica del miocardio ventricular y auricular y 

la diferenciación histológica de los sistemas valvulares ventriculoarterial y 

auriculoventricular, incluidos los cordones tendinosos y los músculos papilares. 

Al mismo tiempo, se desarrollan el sistema de conducción y los vasos 

coronarios (Villavicencio et al. 2023). 

 

El desarrollo del corazón depende de eventos previos como la especificación del 

mesodermo en mesodermo esplácnico, después en el mesodermo cardiogénico y 

posteriormente la morfogénesis de las cámaras cardíacas embrionarias que en la 

etapa fetal se remodelan hasta formar un corazón maduro de cuatro cavidades 

(Salazar, et al. 2006). El crecimiento y desarrollo ventricular en mamíferos durante el 

periodo fetal y neonatal es dependiente en gran medida de cambios que ocurren en la 

población de cardiomiocitos (Engelmann y Boehm, 1992). En modelos animales como 

pollo y rata, la proliferación miocárdica, se detiene poco después del nacimiento, sin 

embargo, se reporta un incremento del tamaño celular (Sedmera, et al. 2011). Fallas 

durante la cardiogénesis de algún proceso morfogenéticos o en la expresión de genes 

responsables del desarrollo y/o función cardiaca pueden conducir a diversos defectos 

morfológicos y funcionales del órgano. 

 

1.2.3 Cardiopatías congénitas y miocardiopatías 

Las cardiopatías congénitas son anomalías estructurales presentes desde el 

nacimiento y pueden tener un impacto significativo en la salud y el bienestar de un 
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individuo (Villavicencio, et al. 2023). Aproximadamente el 1% de los nacimientos en 

los Estados Unidos se ven afectados por defectos congénitos, aunque este número 

puede variar en otros países. Las causas de los defectos son multifactoriales, debido 

a diversos orígenes: genéticos, medioambientales y al estilo de vida de las madres. 

Las cardiopatías congénitas son los tipos más común de defectos de nacimiento en 

América latina, seguidos de los defectos del tubo neural y síndrome de Down (CDC, 

2019; OPS, 2022). 

 

Las cardiopatías congénitas afectan a casi el 1% de los recién nacidos vivos, con una 

mayor incidencia en nacimientos prematuros, en comparación con el número total de 

nacimientos (ACHA, 2013). La comunicación interventricular (VSD, por sus siglas en 

inglés) es un tipo frecuente de defecto cardíaco. En los Estados Unidos, 

aproximadamente 16,800 neonatos nacen cada año con VSD, lo que representa 

alrededor del 0.42% de todos los nacimientos. Alrededor del 75% de los VSD son en 

la región membranosa y los restantes se ubican en la región muscular del tabique 

interventricular (Penny, 2011).  

 

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos de los vasos 

sanguíneos y el corazón. Dentro de las afecciones cardiovasculares con mayor 

incidencia causadas por la hiperglucemia, destacan las miocardiopatías (Kraker et al. 

2016; Elliott et al. 2008). Estas enfermedades son un grupo de afecciones anatómicas 

y funcionales, específicas del miocardio de uno o ambos ventrículos asociadas con la 

disfunción mecánica y/o eléctrica y desarreglos en la organización y/o estructura de 
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los cardiomiocitos. Sus causas pueden ser genéticas o adquiridas y pueden conducir 

a fallas en la contracción y bombeo de la sangre (Pons, 1986). Es común que en las 

miocardiopatías el miocardio ventricular esté dilatado lo que a menudo contribuye a 

desarrollar insuficiencia cardíaca progresiva e inclusive muerte súbita (Kraker et al. 

2016). Los tres tipos principales de miocardiopatías que afectan al ventrículo izquierdo 

son la miocardiopatía dilatada, la miocardiopatía restrictiva y la miocardiopatía 

hipertrófica (Elliott et al. 2008). La miocardiopatía hipertrófica se caracteriza por un 

tabique interventricular con miocitos anormalmente grandes y desalineados, ventrículo 

engrosado y rígido con fibrosis, que conduce a una reducción del gasto cardiaco que 

contribuye a la insuficiencia diastólica (Kraker et al. 2016). 

 

Aunque actualmente se ha identificado una correlación positiva en la presencia de 

diabetes y miocardiapatías en personas adultas, así como en niños y fetos 

descendientes de mujeres diabéticas (Hufnagel et al. 2022; Sánchez et al. 2022; Dong 

et al. 2013), no se conocen a fondo los procesos morfogenéticos que afectan el 

desarrollo cardíaco, que pueden conducir al desarrollo de las miocardiopatías. Las 

redes moleculares que actúan en estos procesos también siguen sin ser del todo 

claras. 

1.3 Transportadores de Glucosa en el Corazón 

El corazón en los mamíferos está adaptado para utilizar diversos sustratos para 

satisfacer su alta demanda energética, predominantemente utiliza los ácidos grasos, 

seguido de la glucosa que representa alrededor del 25% de la producción de ATP en 

el miocardio. En el corazón, los transportadores de glucosa más abundantes son el 
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transportador de glucosa 1 (GLUT1) y el transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Solano 

et al. 2019).  

 

GLUT1 se localiza principalmente en la membrana plasmática y es responsable de la 

captación basal de glucosa cardiaca. Por otro lado, GLUT4 está presente 

principalmente en las vesículas intracelulares en etapas de reposo, y se transloca a la 

membrana plasmática tras la estimulación de la insulina. El GLUT1 es el transportador 

de glucosa predominante en el corazón embrionario, fetal y neonatal, debido a que en 

estas etapas su expresión es constitutiva. Posterior al nacimiento la expresión del 

GLUT4 aumenta paulatinamente, sustituyendo al GLUT 1, dando como resultado que 

el GLUT4 se convierta en el principal transportador de glucosa en el corazón adulto, 

en la adultez la expresión del GLUT1 está determinada solo la activación de la 

transcripción del gen GLUT1 en la mayoría de los casos por diversos estímulos (Shao 

et al. 2011; Montessuit et al. 1999).  

 

Los factores transcripcionales Sp1 y Sp3 se han caracterizado como reguladores de 

la expresión de GLUT1 en el corazón embrionario (Montessuit et al. 1999). 

Básicamente Sp1 estimula la transcripción durante la vida intrauterina. La regulación 

a la baja de Sp1 se observa durante la vida neonatal temprana y su mínima expresión 

es durante la edad adulta. En cambio, Sp3 es un represor de la expresión de GLUT1 

en el corazón (Santalucia et al. 2003). De manera interesante, se ha validado que en 

el corazón la expresión de GLUT1 está regulada por múltiples estímulos fisiológicos y 

que la hipoxia promueve un incremento en la expresión de GLUT1; adicionalmente en 
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el corazón adulto en pacientes con diabetes, se ha demostrado el aumento de 

apoptosis de los cardiomiocitos ventriculares (Shao et al. 2011). 

 

Fallas en el transporte de la glucosa a nivel miocárdico puede conducir a eventos de 

glucotoxicidad, lo cual se puede presentar por una disminución en el uso y la oxidación 

de glucosa, lo cual clásicamente va acompañado de un decremento en la expresión 

principalmente de los GLUT 1 y 4, lo cual genera un cambio alternativo en la 

producción de energía a partir de la β-oxidación de los ácidos grasos libres, la 

disminución en el consumo de glucosa disminuye la síntesis de piruvato provocando 

menor oxidación (Wang et al. 2016).  

 

1.4  Proteínas marcadoras de daño al miocardio. 

Los miocardiocitos son las células con actividad contráctil que componen las paredes 

ventriculares y el tabique interventricular del corazón, cada miocardiocito contiene 

miofibrillas ordenadas en sarcómeros compuestos por diversas proteínas entre las que 

destacan además de la actina y la miosina, la troponina I, la desmina y la cinasa 

interactuante con troponina I (TNNI3K).  Los sarcómeros son considerados las 

unidades morfológicas y funcionales de los miocardiocitos. Además, se ha señalado 

que cuando está modificada la expresión o función de las proteínas sarcoméricas se 

pueden manifestar daños al miocardio y remodelaciones anómalas como la hipertrofia 

cardíaca, algunas proteínas de interés para esta investigación son:  
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▪ 1.4.1 Cinasa interactuante con troponina I (TNNI3K): la cinasa interactuante 

con troponina I es una proteína específica del corazón, codificada por el gen 

TNNI3K. Esta proteína pertenece a la familia de proteínas quinasas MAP cinasa 

cinasa (MAPKKK) que desempeña un papel importante en la fisiología cardíaca 

y adicionalmente promueve la diferenciación de células madre embrionarias. Es 

activada por mitógenos MAPK y en modelos de ratas se ha observado que su 

sobreexpresión acelera la hipertrofia de miocardiocitos provocando insuficiencia 

cardíaca (Tang, et al. 2013). Es un mediador de la fosforilación de troponina I 

en la Ser 22 y Ser 23 que estimula un cambio conformacional de la troponina I, 

contribuyendo en la regulación de la función de contracción del miocardio. Se 

ha constatado en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo, que la 

sobreexpresión de TNNI3K acelera en gran medida la disfunción cardíaca en 

modelos de cardiomiopatía en ratones, lo que indica un papel importante de 

TNNI3K en la modulación de la progresión de la enfermedad cardíaca (Wang et 

al. 2011; Wang et al. 2013).   

 

▪ 1.4.2 Troponina I: La troponina I es una proteína del músculo esquelético y 

cardíaco. En el caso del corazón, se presenta mediante una única isoforma de 

peso molecular de 23,9 kDa. Consta de 209 residuos de aminoácidos. Es una 

proteína globular de gran tamaño. Consta de tres subunidades polipeptídicas: 

troponina C (fijadora de calcio), troponina I (inhibidora) y troponina T (fijadora 

de tropomiosina). Sirve como acopladora para la miosina y la actina, además 

de regular al Ca2+ para lograr una adecuada contracción. Tiene gran 
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importancia en la regulación de la contracción del músculo cardíaco. Durante el 

infarto al miocardio, suele perderse la integridad de la membrana del 

cardiomiocito y la troponina I es liberada al torrente sanguíneo. Esta situación 

permite que la troponina I plasmática sea considerada un marcador de daño al 

miocardio (Wang et al. 2015; Díaz et al., 2002).   

 

▪ 1.4.3 Desmina: Es una proteína 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 localizan a lo largo de todo el sarcómero y suele 

anclarse a los discos intercalares, organelos membranosos y envoltura nuclear 

(Goldfarb et al. 2009). Refuerza la organización de los discos intercalares y 

ejerce una función de interconexión y de andamio para que se mantenga la 

integridad estructural y la arquitectura del cardiomiocito (Brodehl et al. 2018). 

La desmina, es altamente expresada en el músculo cardíaco, además, es un 

componente esencial en las células del sistema de conducción miocárdica, 

especializado en regular la contracción rítmica y coordinada de las cavidades 

cardiacas (Bazoukis y col. 2018). La desmina disminuye paulatinamente su 

expresión y se desorganiza en los procesos de adelgazamiento de las paredes 

ventriculares e insuficiencia cardiaca, que suelen conducir a una disminución 

del bombeo y fuerza mecánica ventricular. Estas características determinan 

que la desmina sea considerada un buen marcador de posibles daños al 

miocardio (Goldfarb et al. 2009). 
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Esquema 2. Imagen representativa de las principales proteínas de miocardiocitos, tomada de Makavos et al 
2019.   

 

1.5 Proteínas de uniones celulares en el corazón 

A nivel cardiovascular, la comunicación célula a célula es indispensable en condiciones 

normales, para la embriogénesis cardíaca, la transmisión del impulso eléctrico, la 

sincronización de la actividad contráctil del miocardio, la transmisión de señales 

reflejas vasculares, entre otras funciones biológicas. Existen proteínas indispensables 

en procesos de comunicación normal entre los cardiomiocitos, que cuando se 

modifican a causa de mutaciones genéticas heredadas o en condiciones adquiridas 

conducen a condiciones patológicas. Estudios de seguimiento clínico y experimentales 

en modelos murinos y porcinos han documentado cómo las deficiencias o incrementos 

de estas proteínas, pueden conducir al desarrollo de miocardiopatías congénitas, 
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arritmogénesis, isquemia miocárdica, hipertensión arterial y remodelaciones anómalas 

del miocardio (Sorgen et al. 2018; Gonzalez et al. 2018; Qin et al. 2003). De hecho, 

estas proteínas han llegado a considerarse posibles blancos terapéuticos en el 

tratamiento de las distintas miocardiopatías en las que la comunicación intercelular 

tiene un papel fisiopatológico importante (Suárez et al. Bravo, 2006). En este sentido, 

destacan los siguientes ejemplos.  

 

▪ 1.5.1 Conexinas (Cx). Las uniones GAP (UG) son canales que permiten el 

acoplamiento eléctrico entre cardiomiocitos adyacentes. Estas estructuras 

están formadas por conexinas (Cx), siendo la isoforma 43 (Cx43) la más 

abundante en el tejido cardíaco embrionario y adulto (Lucero et al. 2020). Las 

Cx también forman hemicanales, que permiten el intercambio de iones y 

pequeños metabolitos de bajo peso molecular entre el interior del cardiomiocito 

y el medio extracelular (Nielsen et al. 2012). 

 

Las alteraciones en la función, expresión, estados de fosforilación y localización 

de Cx43 están presentes en varias miocardiopatías humanas y están 

fuertemente correlacionadas con la incidencia de arritmias cardíacas, disfunción 

cardíaca y en etapa post infartos (Kalcheva et al. 2007; Severs et al. 2004). En 

el miocardio ventricular adulto predomina la Cx43, localizada principalmente a 

nivel de los discos intercalares (DI). En los vertebrados superiores en el 

corazón, la disposición geométrica de los DI así como el tamaño y el número de 
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las UG parecen ser determinantes del sistema de conducción del miocardio 

(Sorgen et al. 2018; Gonzalez et al. 2018). 

 

▪ 1.5.2 Cadherinas. Componentes transmembrana de las uniones adherentes 

(AJ) y representan la principal familia de proteínas que se asocian con proteínas 

citoplásmicas, llamadas cateninas, que a su vez se unen a los componentes del 

citoesqueleto, como los filamentos de actina y los microtúbulos (Meng et al. 

2009). En el corazón las AJ son responsables de acoplar mecánicamente los 

miocardiocitos y se encuentran estrechamente relacionadas con las placas de 

unión gap en los discos intercalar (Gutstein et al. 2003). La función correcta del 

músculo cardíaco depende de una cadherina clásica, denominada N-cadherina, 

la cual es altamente expresada en el miocardio en desarrollo y maduro, donde 

se encuentra predominantemente en la fascia adherente de la región 

transversal de los DI y en las regiones de contacto entre los miocitos vecinos 

(Craig et al. 2010). En modelos murinos se ha documentado, cómo la pérdida 

de la N-cadherina en el micardio embrionario da como resultado la letalidad 

embrionaria aproximadamente a la mitad de la gestación, acompañada de 

múltiples anomalías embrionarias, resaltando defectos cardiovasculares graves 

(Kostetskii et al, 2005), pudiendo así resaltar la importancia de N-cadherina para 

el óptimo desarrollo y funcionamiento del corazón. 

 

▪ 1.5.3 ZO-1. Componentes de las uniones estrechas (TJ) que se han relacionado 

con arritmias tanto en pacientes humanos como en modelos animales. 
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Modificaciones en la expresión de estas proteínas, pueden llevar a la disfunción 

de TJ, sello distintivo de la arritmia cardíaca que puede ser el resultado de 

diversas formas de padecimientos cardiacos (Lisewski et al. 2008). Además, de 

ser crucial en funciones de permeabilidad y comunicación, se ha demostrado 

que ZO-1 se une a múltiples proteínas del DI como conexinas, cateninas y 

vinculinas (Zhang et al. 2020). Y en modelo murino se ha comprobado cómo la 

pérdida de ZO-1 en los cardiomiocitos interrumpen la función cardíaca (Dai et 

al. 2020). 

 
Esquema 3. Imagen representativa de las uniones celulares, tomada de Kutova et al 2020.   
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1.6 Proliferación en el desarrollo embrio-fetal 

Dentro de los diversos procesos morfogenéticos que ocurren en el corazón en etapas 

embrio-fetales la proliferación de los miocardiocitos resulta de gran importancia, debido 

a que el corazón a lo largo de su formación recibe paulatinamente a diversas 

poblaciones celulares migrantes que posteriormente constituirán sus estructuras 

maduras, dichas células son altamente proliferantes y su actividad mitótica es crucial 

para que el corazón aumente en tamaño, así como para la formación de estructuras 

cardiacas (Villavicencio et al 2020). Particularmente en las paredes ventriculares la 

proliferación resulta de suma importancia, para que pueda ocurrir el paulatino 

engrosamiento de paredes ventriculares cardiacas en los miocardiocitos que 

presentan estados proliferativos (Genead et al. 2010).  

 

En los miocardiocitos que constituyen las paredes ventriculares tanto en etapas fetales 

y postnatales se distinguen por expresar valores constantes de la proteína nuclear Ki-

67, que está presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, y M) 

(Young et al. 2022) y sus bajos valores en el miocardio en formación se han asociado 

a procesos de formaciones anómalas de estructuras cardiacas (Liu et al. 2021). 

 

1.7 Ventajas del modelo de Gallus gallus 

Diversas investigaciones mediante marcaje selectivo in ovo del corazón embrionario 

de Gallus gallus domesticus describen el desarrollo de elementos embriológicos y su 

destino en estructuras del corazón maduro (Villavicencio et al. 2020; Wittig et al. 2016), 

lo que ha permitido especular el origen de los defectos congénitos del corazón y la 
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etapa embrionaria en que ocurren las anomalías, esto debido a que el desarrollo 

cardíaco humano es comparable al del pollo (Lazzarini et al, 2018). En contraste, la 

mayoría de los trabajos experimentales que abordan el efecto de la hiperglucemia 

materna durante el desarrollo cardíaco, se han llevado a cabo en modelos murinos 

utilizando comúnmente estreptozotocina como inductor de Diabetes (Revilla et al. 

2023; Salazar y et al. 2015). En cambio, el modelo de embrión Gallus gallus 

domesticus permite analizar el efecto exclusivo de la hiperglucemia materna sin la 

interferencia de otros factores maternos, permitiendo además visualizar 

detalladamente el desarrollo del embrión a lo largo de la gestación (Davey et al. 2007). 

 

Además, el embrión de pollo es un modelo abordable y económico que permite imitar 

algunas condiciones microambientales que se presenta el tejido cardiaco (Lazzarini et 

al. 2015). Entre otras ventajas, el modelo permite manejar un mayor número de datos 

experimentales en un solo proceso de incubación. Incluso el embrión 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 nutrición y 

la fisiología materna (Itani et al. 2016).  
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Esquema 3. Beneficios de utilizar el embrión de pollo en investigaciones experimentales (Vilches, 2019). 

Por lo que algunas investigaciones recientes utilizan el modelo de embrión de Gallus 

gallus domesticus para investigar cambios en los mecanismos moleculares inducidos 

por la hiperglucemia durante el desarrollo (Zhang et al. 2016) como son: desarrollo 

anómalo de ojos, de la cresta neural, misma que puede dar lugar a: malformaciones 

congénitas, defectos del septo atrioventricular, persistencia del conducto arterioso y 

Tetralogía de Fallot, entre otros (Wang et al. 2015). 
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2. ANTECEDENTES 

 

Estudios clínicos han permitido comprobar que las cardiopatías del tipo de 

comunicaciones interauriculares, interventriculares y la miocardiopatía hipertrófica 

resultantes en los neonatos son los padecimientos más comunes producto de la 

hiperglucemia pregestacional, presentándose en más del 5% de los neonatos hijos de 

madres con algún tipo de diabetes pregestacional. En cambio, en la DMG estos 

cambios estructurales son menos comunes, aunque es más común observar 

problemas de disfunción cardíaca (Pauliks et al. 2015). Evidencias clínicas y 

experimentales señalan que la hiperglucemia en mujeres gestantes y el estilo de vida 

durante el embarazo afectan el desarrollo pre y posnatal de la progenie (Hufnagel et 

al. 2022; OPS, 2015). El ambiente hiperglucémico puede provocar modificaciones 

moleculares y morfológicas en las estructuras embrio-fetales debidas a cambios sutiles 

en la economía energética materna y programar un mayor riesgo de enfermedades 

metabólicas y cardiovasculares desde la infancia en individuos sin defectos aparentes 

(Sánchez et al. 2022; Dong et al. 2013).  

 

La hiperglucemia durante la gestación es considerada un agente teratogénico que 

interfiere en el desarrollo embrio-fetal (OMS, 2016; Herrera et al. 2005). Por esta razón 

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 practicó un ecocardiograma fetal en las semanas 13, 20 y 36 de gestación para 
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evaluar la estructura y función cardíacas. En fetos de embarazo con diabetes 

pregestacional encontraron cambios estructurales y funcionales del corazón, 

comparados con fetos controles de mujeres sanas en cada edad gestacional. Estos 

hallazgos sugieren que la disfunción cardíaca puede estar precedida por los cambios 

estructurales cardíacos en fetos de embarazo diabético. 

 

Por su parte, Sánchez y colaboradores (2016), realizaron un análisis transversal donde 

incluyeron 104 pacientes gestantes, cursando con un diagnóstico de DM 

pregestacional o gestacional y se les realizó un ecocardiograma fetal con el fin de 

determinar la presencia de cardiomiopatía hipertrófica fetal. En el 53% de las pacientes 

se observó una correlación positiva entre los valores elevados de hemoglobina 

glucosilada materna y la presencia de cardiomiopatía hipertrófica fetal. Adicionalmente 

se ha demostrado que el grado de hiperglucemia materna durante la gestación tiene 

un gran impacto en el tipo de miocardiopatía que se manifiesta en el recién nacido. La 

hiperglucemia moderada, produce hipertrofia del corazón neonatal (Tkáč, 2013; 

Hufnagel et al 2022). Casos de seguimiento clínico han documentado que cuando la 

hiperglucemia está mal controlada e impacta la nutrición maternofetal se puede 

producir diversos grados de daño desde muy benigna hasta miocardiopatía dilatada 

(Tkáč, 2013). 

 

Por su parte, TNNI3K es una MAP cinasa especifica de corazón que se une y fosforila 

a la troponina cardiaca I y juega un papel clave en la regulación de la contracción del 

miocardio ventricular (Wang et al. 2013). En recientes investigaciones Wang y 
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colaboradores (2015) señalan una relación positiva en la expresión del miR-223 y la 

proteína TNNI3K en corazones con hipertrofia (Lu et al. 2010). Adicionalmente, se ha 

identificado que la expresión excesiva de TNNI3K es importante en la progresión de 

las miocardiopatías (Tang et al. 2013). Estos antecedentes generan el interés de 

investigar más a fondo el papel del miR-223 y la proteína TNNI3K en las enfermedades 

del corazón de pacientes diabéticos y su posible relación en el desarrollo de 

miocardiopatías en condiciones de hiperglucemia gestacional.   

 

3. JUSTIFICACIÓN 

Estadísticas de la Organización Mundial de la Salud y de la IDF indican que los niveles 

crecientes de obesidad a nivel mundial conducirán un aumento en la prevalencia de 

todos los tipos de diabetes (IDF, 2021; OMS, 2016; Huidobro et al., 2004; DeSisto et 

al. 2014). Evidencias clínicas y experimentales sugieren que los niveles elevados de 

glucosa en sangre, como ocurre en la diabetes en mujeres gestantes pueden 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 

órganos. A mediano y largo plazo, la prevalencia de hiperglucemia se considera un 

factor de riesgo para el desarrollo en la progenie de obesidad, enfermedades 

metabólicas y cardiovasculares entre las que destaca las miocardiopatías.  

Expuesto lo anterior diversos estudios que han tratado explorar los posibles 

mecanismos responsables de los cambios moleculares y morfológicos causados por 

la DMG y su impacto en la morfofisiología y homeostasis cardiaca de la descendencia, 
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pero los resultados han sido limitados. Es probable a que se deba en parte a las 

múltiples variables incontrolables (dieta, factores socioeconómicos, nutrición y factores 

genéticos) que pueden alterar y complementar los efectos nocivos del ambiente 

intrauterino hiperglucémico. 

Por esta razón en el Laboratorio de Biología del Desarrollo y Teratogénesis 

Experimental, de la Unidad de Investigación en Malformaciones Congénitas del 

Hospital Infantil de México, Federico Gómez establecimos un modelo de hiperglucemia 

en embriones de Gallus gallus domesticus para estudiar su efecto en el desarrollo 

cardiaco embrio-fetal.  

El modelo de embrión de Gallus gallus domesticus además de permitir la visualización 

directa del desarrollo a lo largo del periodo embrio-fetal (Lazzarini et al. 2015), evita el 

riesgo de muerte materna, y reduce los factores placentarios, es un modelo económico 

que permite imitar algunas condiciones microambientales que se presentan en 

diversas condiciones humanas (Davey et al. 2007). Entre otras ventajas, el modelo 

permite manejar un mayor número de datos experimentales en un solo proceso de 

incubación. Incluso se ha utilizado como modelo que permite investigar el efecto de la 

hipoxia sobre el feto de manera independiente de la nutrición y la fisiología materna 

(Itani et al. 2016).  

Esta información previamente mencionada apoya la idea de que un ambiente 

hiperglucémico afecta la maduración morfológica del embrión, por lo tanto esta 

investigación busca aportar información para analizar con una nueva perspectiva las 
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posibles afecciones en la progenie de madres que cursaron el embarazo con 

hiperglucemia gestacional o DM incentivando así que se fomenten nuevos abordajes 

y estrategias pertinentes que permitan sugerir mejores diagnósticos prenatales y a su 

vez la información obtenida resultará de utilidad en la exploración de marcadores de 

daño al miocardio y para sugerir estrategias para la búsqueda dirigida en pacientes 

diabéticos. Esto con la finalidad de que en el futuro los potenciales marcadores 

mencionados en esta tesis, puedan ser empleados como tratamiento en alguna terapia 

génica. Adicionalmente se aportará información que podría ayudar a incentivar 

políticas públicas que motiven la reducción de la ingesta de alimentos con altos 

contenidos de azúcares. Con base en estos antecedentes planteamos la siguiente 

pregunta. 

 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿El ambiente hiperglucémico in ovo desregulará la formación de uniones celulares, 

transportadores de glucosa, así como la proliferación celular y la compactación del 

desarrollo del miocardio ventricular embrionario? 

 

5. HIPÓTESIS 

El ambiente hiperglucémico in ovo durante el desarrollo embrionario afectará la 

morfología e histología de las paredes ventriculares y modificará el patrón de expresión 

de proteínas de uniones celulares, transportadores de glucosa y la proliferación celular. 
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6. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el desarrollo embrionario del miocardio ventricular morfológica e 

histológicamente bajo condiciones de hiperglucemia inducida in ovo, así ́ como las 

afectaciones en las proteínas constituyentes de las uniones celulares, los 

transportadores de glucosa y los posibles cambios en la proliferación celular. 

 

7. OBJETIVOS PARTICULARES 

En corazones desarrollados en un ambiente normo e hiperglucémico:  

▪ Analizar comparativamente la morfometría y la histopatología.  

▪ Determinar con microscopia electrónica de barrido los procesos de formación 

de trabéculas y el engrosamiento de paredes ventriculares.  

▪ Cuantificar la expresión de las proteínas de daño al miocardio (TNNI3K, 

troponina I y desmina) por medio de inmunofluorescencia y western blot. 

▪ Cuantificar la expresión de las uniones ocluyentes (ZO-1 y claudina 1) en los 

corazones de embriones desarrollados en un ambiente normo e hiperglucémico 

mediante inmufluorescencia. 

▪ Cuantificar la expresión de las uniones adherentes (N-cadherina y B-catenina) 

mediante inmunofluorescencia. 

▪ Cuantificar la expresión de las uniones comunicantes (Cx43) mediante 

inmunofluorescencia. 
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▪ Comparar las posibles diferencias en la expresión del GLUT1 por 

inmufluorescencia. 

▪ Evaluar los posibles cambios en el patrón de expresión de la proliferación 

celular (Ki-67) mediante inmunofluorescencia 

▪ Evaluar los posibles eventos fibrogénicos mediante la tinción de Sirius Red. 

 

8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Inducción de hiperglucemia embrionaria 

Se emplearon huevos fértiles de gallina (Gallus gallus domesticus), libres de 

patógenos específicos, adquiridos en la granja ALPES S.A. (Tehuacán, Puebla). Los 

huevos se separaron en dos grupos de estudio: Grupo hiperglucémico (HG). Y grupo 

normoglucémico sin tratamiento (NT). Los huevos de ambos grupos se incubaron a 

37°C y 60% de humedad por 3 - 3.5 días de incubación hasta alcanzar el estadio 22HH 

con base en la clasificación de Hamburger y Hamilton (1952) que relaciona la 

morfología embrionaria con el tiempo de incubación. Pasado ese tiempo, se abrió una 

ventana de aproximadamente 1 cm2 en el lado romo del cascarón. En el grupo HG 

para inducir hiperglucemia, los embriones se manipularon realizando una ventana del 

cascaron y con la ayuda de una jeringa de 1 ml, se administraron diariamente 400 µL 

de solución de glucosa al 30 mmol/L, diluida en solución salina (NaCl 0.9%) desde el 

estadio 22HH, hasta un máximo de 10 días de incubación (estadio 36HH). Para el 

grupo de los embriones NT fueron tratados con una dosis diaria de 400 µL de solución 
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salina fisiológica. Para verificar la inducción de hiperglucemia, a partir del día 4 de 

incubación se obtuvieron embriones HG y NT cada 24 horas (n = 30 de cada grupo en 

36HH). Se separaron del vitelo, se decapitaron y se tomó una muestra de sangre parar 

registrar el nivel de glucemia, empleando tiras reactivas y un glucómetro. Los datos se 

registraron en una tabla y se elaboró una gráfica.  

 

8.2 Peso y crecimiento corporal 

Para evaluar el desarrollo corporal se empleó un microscopio estereoscópico de 

epifluorescencia (Zeiss, Alemania). las imágenes fueron capturadas usando el 

programa Axiovision LE. Una vez que los embriones fueron fotografiados, se pesaron 

en una balanza analítica y se les extrajo el corazón. Los datos se registraron en tablas 

y se elaboraron gráficas. 

 

8.3 Procedimiento Histológico.  

Los corazones fijados en paraformaldehído (anexo 1) de 12 a 24 hrs, se emplearon 

para evaluar el desarrollo del miocardio. Después de la evaluación anatómica, se 

eliminó el exceso del fijador y se deshidrataron en alcohol etílico a concentraciones 

graduales ascendentes (30-100%), se transparentaron en Xilol y se incluyeron en 

parafina. Se elaboraron cortes seriados de 6 µm en el plano transversal a la altura de 

los músculos papilares y se tiñeron con la técnica de Hematoxilina y Eosina (anexo 2). 

Los cortes histológicos se emplearon para medir el diámetro y circunferencia cardiaca, 

así como el conteo de miocitos en 3 áreas de estudio; pared ventricular izquierda (PVI), 

pared ventricular derecha (PVD) y tabique Interventricular (TIV) con la ayuda de un 
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Scanner Digital Aperio (Leica, EU) y con el software ImageScope. Así como para 

evaluar los posibles eventos fibrogénicos en las 3 zonas de estudio en ambos grupos 

mediante la tinción de Sirius red (Anexo 4). 

 

8.4 Análisis estructural de microscopia electrónica de barrido.  

Se utilizaron 20 corazones (10 de cada grupo), y se realizaron disecciones 

transversales, se fijaron en una solución de glutaraldehído (0.1%) en PBS (0.1M) pH 

7.4 (anexo 3) y se deshidrataron en alcoholes graduales, para ser llevados a punto 

crítico, posteriormente fueron montados en platinas de cobre para posteriormente ser 

recubiertos por pulverización catódica con oro de 350 nm en un aparato Denton 

Vacuum Desk 1A (Cherry Hill Industrial Center, NJ, EE. UU.). Las fotografías se 

obtuvieron utilizando un microscopio electrónico de barrido JEOL JSM 5300 (JEOL, 

Tokio, Japón) a 15 kV en los corazones de ambos grupos, para comparar cambios en 

el proceso de trabeculación y delaminación en los corazones de ambos grupos.  

 

8.5 Inmunofluorescencia por microscopia confocal 

Para poder determinar la expresión de las proteínas de de daño al miocardio se 

emplearon cortes histológicos del corazón (6μm) que fueron montados en portaobjetos 

cubiertos con poli-L lisina al 1%. Las laminillas se rehidrataron y se hizo recuperación 

de antígenos con búfer de citratos (BioGenex, USA) en autoclave a 15 lb de presión 

por 5 min y, finalmente, se adicionó anticuerpos TNNI3K (Santacruz, EU), Troponina I 
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(Santacruz, EU), Desmina (Santacruz, EU), ZO-1, TNNI3K (Santacruz, EU), Troponina 

I (Santacruz, EU), Desmina (Santacruz, EU),   Cx43 (Novus, EU; NB11039113), N-

Cadherina (Santacruz, EU), β-Catenina (Santacruz, EU), Glut-1 (Novus, EU; 

NB1008167) y Ki-67 (Santacruz EU), en concentración 1/200, las muestras se 

incubaron toda la noche a 4°C. Una vez trascurrido el tiempo de incubación. las 

muestras se trataron con anticuerpo secundario anti-rabbit (Santa Cruz, USA; SC2359) 

por 4 horas a temperatura ambiente, los núcleos celulares se tiñeron con RedDot 

(Biotium, USA) diluidos 1/150. Por último, las muestras se montaron en solución de 

montaje PBS/glicerol 1:1 y se observaron en un microscopio confocal (Carl Zeiss, 

Alemania). Se obtuvieron microfotografías a la altura de los músculos papilares, en las 

3 zonas de interés con aumento de 10X, 40X y 60X (software, ZEN 2010). Los 

promedios de las densidades ópticas obtenidas para la expresión de cada proteína se 

reportarán como porcentaje del control que será el 100% de la expresión ± la 

desviación estándar.  

 

8.6 Análisis de la expresión de proteínas por Western Blot.  

El tejido ventricular de los corazones en estadio 36 HH HG y NT fue colocado en tubos 

eppendorf en solución de lisis Tris-HCl con inhibidor de proteasas para homogenizar, 

centrifugar y cuantificar proteínas a 280nm, con un nanodrop (Fisher Scientific, USA). 

Se separaron las proteínas utilizando una cámara de electroforesis (Fisher Scientific, 

USA). Y se utilizó Precision Plus Protein como marcador de peso molecular. Después 
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de la transferencia de proteínas a la membrana en el Trans-Blot, (Fisher Scientific, 

USA), se emplearon anticuerpos primarios para la proteína TNNI3K, Troponina I y 

desmina (todos de Santa Cruz Biotechnology) seguido de una cuantificación por 

quimioluminiscencia, empleando actina como control de carga. Los promedios de las 

densidades ópticas obtenidas para la expresión de cada proteína se reportaron como 

porcentaje del control que fue el 100% de la expresión ± la desviación estándar.  

8.7 Análisis Estadístico 

Para evaluar la normalidad de las mediciones de peso, la talla (con el eje coronilla-

rabadilla), glucosa en sangre, parámetros morfométricos y resultados de 

inmunomarcaje mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se expresaron como media ± 

DE. Las medidas morfométricas se compararon entre grupos mediante una prueba t 

de Student de dos colas. Una p < 0,05 se consideró significativa para todas las 

pruebas. Las mediciones morfométricas se compararon entre grupos mediante 

ANOVA unidireccional y la prueba t de Student para muestras independientes. Una p 

< 0,05 (bilateral) se consideró significativa para todas las pruebas. 

 

9. RESULTADOS 

9.1 Inducción de hiperglucemia 

Al finalizar los 10 días de incubación, y tratamiento en los embriones del grupo HG, los 

niveles de glucosa en sangre aumentaron progresivamente (p = 0,0029), superando el 
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valor medio los 350 mmol/dL en el día 10, mientras que los embriones NT mantuvieron 

un concentración de glucosa media de 198 mmol/dL (Fig. 1A). 

 

Figura 1. Maduración retrasada de embriones HG en comparación con embriones NT. (A) Monitoreo de los niveles de glucosa en 
sangre después de inyecciones diarias de solución salina de 30 mmol/L con glucosa en el grupo HG e inyecciones diarias de 
solución salina sin glucosa en el grupo NT. (B) Embrión NT incubado durante 10 (n = 32). (C) Embrión de HG incubados durante 
10 días, que muestran un retraso en la maduración Observe el retraso en la maduración de las extremidades (punta de flecha), 
flecha, retraso en la maduración del párpado (flecha); y defectos en las falanges de las piernas (asterisco) en comparación de los 
fetos del grupo NT, (barra de escala = 1 cm). 
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9.2 Peso y desarrollo corporal. 

Los embriones del grupo HG mostraron un peso y talla promedio significativamente 

reducidos, así como un retraso general en el crecimiento y un proceso alentado de 

maduración, en comparación con los embriones del grupo NT. Al transcurrir los 10 días 

los embriones NT alcanzaron la etapa 36HH, mientras que los embriones HG 

presentaron caracteristicas morfológicas similares a la etapa ±33HH. Además, los 

embriones HG exhibieron retraso en la maduración de las extremidades y los 

párpados, así como defectos en las falanges de las extremidades inferiores (Fig. 1B y 

1C). 

El peso corporal (Gráfica 1A) y la talla (Gráfica 1B) aumentaron exponencialmente en 

ambos grupos durante el desarrollo embrionario, pero el peso corporal promedio de 

los embriones HG del día 10 se redujo en un 34% en comparación con los embriones 

NT del día 10 (p=0.034); el peso medio de los embriones HG fue de 1.35 g frente al 

peso medio de los embriones NT de 2.11 g. La longitud corporal media se redujo en 

un 14% en comparación con los embriones del grupo NT (p=0.041), la longitud corporal 

media de los embriones HG fue de 35.6 mm, frente a la media de los embriones NT 

de 43.4 mm. 
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Gráfica 1. La hiperglucemia retrasa el crecimiento embrionario. (A) El peso corporal promedio de embriones HG vs NT despues 
de 10 de incubación. (B) El tamaño corporal medio de los embriones HG vs NT despues de 10 días de incubación. Los gráficos 
representan media ± DE de n = 23 HG y n = 25 embriones NT. (*) p < 0.05. 

 

9.3 Análisis morfométricos e histológicos del corazón embrionario. 

El análisis morfométrico de los embriones del día 10 reveló que todo el corazón era 

más pequeño en los embriones HG (p=0.023) (Figura 2B y D) que en los embriones 

NT (Figura 2 A y C). Las secciones transversales del corazón (Figura 2 F,G) también 

revelaron una ligera disminución en el diámetro ventricular entre los embriones del 

grupo HG (p=0.038) (Figura 2F) en comparación con los embriones del grupo NT, 

(Figura 2E) además de una pequeña reducción en la circunferencia cardíaca, aunque 

no estadísticamente significativa (Figura 2H). 
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Figura 2. Retraso en el desarrollo del corazón en los embriones HG en comparación con los embriones del grupo NT. (A) 
Corazones NT en etapa 32HH, (B) Corazón HG en etapa 32HH, (C) Corazón NT en etapa 36HH y (D) Corazón HG en etapa 
36HH (todos con un aumento de 25×). Barra de escala = 1 mm. (E,F) Cortes transversales representativos teñidos con 
hematoxilina y eosina. (E) Corazón NT en estadio 36HH. (F) Corazón embrionario HG en el estadio 36HH. La barra de escala 
representa 1 mm. (G) Diámetro ventricular promedio de los corazones embrionarios HG y NT. (H) Circunferencia promedio de los 
corazones embrionarios HG y NT (HG, n = 8 y NT, n = 9). Barra de escala = 1 mm. RVW = Pared Ventricular Derecha, IVS = 
Pared Interventricular, LVW = Pared Ventricular Izquierda. 
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Además, el tamaño de la pared de miocardio fue significativamente menor en el grupo 

HG que en el grupo NT en el estadio 36HH, con una reducción del 40% en el espesor 

de la pared del ventrículo izquierdo (p=0.0002), una reducción del 35% en el espesor 

de la pared del ventrículo derecho (p=0.0008) y una reducción del 38% en el espesor 

del tabique interventricular (p=0.0006) (Figura 3C-I).  

 
Figura 3. Cambios en el grosor de las paredes ventriculares de cortes transversales de corazones de embriones de Gallus gallus 
teñidos con HE incubados por 10 días (evidenciando anomalías morfométricas). (A) PVI de embrión NT. (B) PVI de embrión HG. 
(C) Promedio del grosor de la PVI de embriones HG y NT. (D) PVD de embrión NT. (E) PVD de embrión HG. (F) Promedio del 
grosor de la PVD de embriones HG y NT. (G) TIV de embrión NT. (H) TIV de embrión HG. (I) Promedio del grosor del TIV de los 
embriones HG y NT. Todas las imágenes fueron tomadas con un aumento total de × 40  (barra de escala = 50 μm). (**) p < 0,01, 
(****) p < 0,0001. 
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Además de los retrasos en la maduración y en la morfología macroscópica de los 

corazones del grupo HG también mostraron una reducción del 34%  y 32% en el 

número de miocitos por campo microscópico en las paredes de los ventrículos derecho 

e izquierdo respectivamente (p = 0,006) y una reducción del 19% en el tabique 

interventricular (p = 0,004), como se muestra en la gráfica 2, para esto se procedió a 

a realizar conteos de núcleos de miocitos en las 3 zonas de estudio (PVI, PVI y TIV) 

en micrografías en un aumento de 60x. 

 

Gráfica 2. Promedio del número de miocitos por area los corazones HG y NT (60×). (A) Pared del ventrículo 
izquierdo. (B) Pared del ventrículo derecho. (C) Tabique interventricular. (**) p < 0,01. 

 

Mediante el análisis de microscopía electrónica de barrido se buscó observar la 

organización del miocardio de las paredes ventriculares de ambos grupos, se 

realizaron disecciones de corazones disecados longitudinalmente y se reveló un 

retraso en el desarrollo y engrosamiento de las paredes ventriculares en el grupo HG 

(Figura 4). Además, se observó un retraso en la delaminación y compactación de las 

trabéculas en los corazones HG en comparación con los corazones NT, lo que sugiere 

que el retraso en la formación de los componentes estructurales del corazón condujo 

a un menor nivel de compactación en las paredes ventriculares y a una pared 
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interventricular más delgada, persistiendo el retraso en la formación de las estructuras 

que forman el corazón, además de encontrar notorias afecciones en el tabique 

interventricular de los embriones HG. 

 

Figura 4. Micrografías electrónicas de barrido de secciones longitudinales del corazón embrionario de Gallus en el estadio 36HH 
que muestran retraso en la delaminación y compactación de las trabéculas en condiciones de hiperglucemia. (A) Corazón NT 
(×50), (B) Corazón HG (×50), (C) Corazón NT (×100) y (D) Corazón HG (×100). La flecha indica el grosor normal de las paredes 
cardíacas en embriones NT, la cabeza de flecha indica el grosor disminuido de las paredes ventriculares de embriones HG. 
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9.4 Inmunodetección de biomarcadores de daño miocárdico 

Para investigar el efecto de la hiperglucemia sobre los marcadores de daño 

miocárdico, comparamos la expresión de TNNI3K, una cinasa de la cascada de 

señalización MAPK implicada en las miocardiopatías, entre los grupos NT y HG 

mediante inmunofluorescencia. Después de la exposición a la hiperglucemia, la 

expresión de TNNI3K aumentó en un 30% en la PVD (p = 0.003), un 37% en la PVI (p 

= 0.002) y un 34% en el TIV (p = 0.002) del HG grupo en comparación con los tejidos 

correspondientes del grupo NT.  

Además, la inmunodetección reveló proteínas sarcoméricas atípicamente dispersas en 

el citoplasma en lugar de la forma fibrilar habitual (Figura 5A, B). De manera similar, la 

troponina I, compañera de unión de TNNI3K, aumento en un 39% en la pared 

ventricular izquierda (p = 0.02), un 24% en la pared ventricular derecha (p = 0.02) 

(Figura 5D-F) y un 41% en el tabique interventricular. (p = 0.002) en comparación con 

los tejidos correspondientes de embriones NT (Figura 5F). Nuevamente, esta proteína 

no se detectó en el patrón fibrilar lineal clásico sino más bien en los puntos distribuidos 

en los cardiomiocitos del grupo HG. Por el contrario, la expresión de desmina se redujo 

en un 23% en la pared del ventrículo izquierdo del corazón HG en comparación con el 

corazón NT (p = 0.003) (Figura 5G-I). 
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Figura 5. Expresión alterada de proteínas sarcoméricas en cortes representativos de corazones de ambos grupos. (A) Corte de 
la PVI inmunoteñida para TNNI3K en un embrión NT. (B) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para TNNI3K en un embrión 
HG. (C) Gráfica que representa la intensidad media de fluorescencia de TNNI3K en los embriones HG y NT (verde = TNNI3K, 
rojo = marcador nuclear). (D) Corte transversal representativo de la PVI inmunoteñido para troponina I en un embrión NT. (E) 
Corte transversal de la PVI inmunoteñido para troponina I en un embrión HG. (F) Gráfica que representa la intensidad media de 
fluorescencia de troponina I en los embriones HG y NT (rojo = troponina, blanco = marcador nuclear). (G) Corte transversal de la 
PVI inmunoteñido para desmina en embrión NT. (H) Corte transversal PVI inmunoteñida para desmina en embrión HG. (I) Gráfica 
que representa la intensidad media de fluorescencia de desmina (verde = desmina, blanco = marcador nuclear). Todas las 
imágenes se adquirieron con un aumento de ×40  (n = 9 corazones HG y n = 10 corazones NT). Barra de escala = 20 μm, (*) p < 
0.05. 

 

Para respaldar los resultados de las inmunofluorescencias se evaluó por medio de 

western blot la expresión de las proteínas sarcoméricas y revelaron cambios 

cualitativamente similares, ya que la densidad de la banda TNNI3K aumentó en un 62 

% (p = 0.003) y la densidad de troponina I aumentó en un 54 % (p = 0.004) en los 
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corazones cardíacos de los embriones del grupo HG en comparación con los del grupo 

NT. Además, la densidad de la banda de desmina se redujo en un 23% (p = 0.003) 

(Figura 6).  

 

Figura 6. Evaluación de la expresión alterada de las 3 proteínas sarcoméricas por medio de western blot  en corazones de 
embriones de Gallus gallus. (A) Western blots representativos de proteínas sarcoméricas. (B) Densitometría de proteínas 
sarcoméricas. Se utilizó α-actina como control de carga de gel. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01. Observe como las proteínas en los 
grupos HG se desregularón. 

 

9.5 Evaluación de proteínas de unión celular 

La comunicación entre células es esencial para la cardiogénesis, la adecuada 

distribución espaciotemporal de la excitación, contracción y la transmisión de señales, 

entre otras funciones biológicas. La comunicación intercelular está mediada por un 

grupo de proteínas de uniones; ocluyentes, adherentes y comunicantes entre los 

cardiomiocitos, las deficiencias o aumentos de estas proteínas pueden conducir al 

desarrollo de miocardiopatías congénitas, arritmogénesis, isquemia miocárdica, 

hipertensión arterial y remodelación anormal del miocardio (Suarez, 2006). 
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Para analizar los cambios en las uniones ocluyentes bajo hiperglucemia, medimos los 

niveles de expresión de ZO-1 y claudina-1 mediante inmunodetección confocal. La 

expresión de ZO-1 se redujo en un 66% en el tabique interventricular (Figura 7A-C) del 

corazón HG en comparación con el corazón NT, mientras que la expresión de claudina-

1 se redujo en un 22% en la pared ventricular derecha y un 28% en el tabique 

interventricular de los corazones HG (Figura 7D-F).  

De manera similar, el análisis de inmunodetección de las proteínas de uniones 

adherentes revelaron que para el caso de β-catenina hubo reducciones del 41 % en la 

pared del ventrículo izquierdo, del 38 % en el tabique interventricular y del 45 % en la 

pared del ventrículo derecho de los corazones de los embriones HG (Figura 7G-I), 

mientras que la inmunoexpresión de N-cadherina se redujo en un 71 % en la pared del 

ventrículo izquierdo, un 74 % en el tabique interventricular y un 81 % en la pared del 

ventrículo derecho (Figura 7J-L). Por el contrario, no hubo diferencias significativas en 

la expresión de uniones comunicantes (Figura 7M-O). 
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Figura 7. Imágenes representativas de los niveles de expresión de proteínas de uniones celulares en el tejido miocárdico de los embriones 
del grupo NT y HG. (A) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para ZO-1 (unión ocluyente) en embrión NT. (B) Corte transversal de la 
PVI inmunoteñida para ZO-1 en embrión HG. (C) Gráfica que representa la intensidad media de fluorescencia de ZO-1 en los embriones 
HG y NT (rojo = ZO-1, blanco = marcador nuclear). (D) Corte transversal de la PVI inmunoteñidas para claudina-1 (unión ocluyente) en un 
embrión NT. (E) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para claudina-1 en un embrión HG. (F) Gráfica que representa la intensidad 
media de fluorescencia de claudina 1 en los embriones HG y NT (verde = claudina-1, blanco = marcador nuclear). (G) Corte transversal 
de la PVI inmunoteñida para β-catenina (unión adherente) en un embrión NT. (H) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para β-catenina 
en un embrión HG. (I) Gráfica que representa la intensidad media de fluorescencia de β-catenina en los embriones HG y NT (rojo = B-
catenina, blanco = marcador nuclear). (J) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para N-cadherina (unión adherente) en un embrión 
NT. (K) Corte transversal de la PVI inmunoteñida para N-cadherina en un embrión HG. (L) Gráfica que representa la intensidad media de 
fluorescencia de N-cadherina en los embriones HG y NT (rojo = N-cadherina, blanco = marcador nuclear). (M) Corte transversal de la PVI 
inmunoteñida para la proteína Cx-43 (unión comunicante) en un embrión NT. (N Corte transversal de la PVI inmunoteñida para Cx-43 en 
un embrión HG. (O) Gráfica que represemta la intensidad media de fluorescencia de Cx-43 en los embriones HG y NT (verde = Cx43, rojo 
= marcador nuclear). Todas las imágenes se adquirieron con un aumento de ×40 (n = 9 HG y n = 10 corazones NT), barra de escala = 20 
µm. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p < 0,0001. 
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Posteriormente procedimos analizar los posibles cambios en la expresión del 

transportador de glucosa regulado por insulina “GLUT1”, debido a que es el principal 

transportador de glucosa durante el desarrollo embrionario y fetal en el tejido cardiaco. 

La inmunodetección reveló una disminución del 14% (P=0.004) en la pared del 

ventrículo izquierdo y una disminución del 11% (P=0.003) en la pared del ventrículo 

derecho de los embriones HG en comparación con los embriones NT, mientras que no 

hubo diferencias en la expresión entre el tabique interventricular HG y NT (Figura 8). 

 

Figura 8. Inmunodetección en cortes histológicos transversales del transportador de glucosa fetal GLUT1. (A) Imagen 

representativa de la pared del ventrículo izquierdo en un embrión NT. (B) Imagen representativa de la pared ventricular izquierda 

en un embrión HG (ambos ×40; rojo = Glut 1 y blanco = marcador nuclear). (C) Intensidad de inmunofluorescencia de GLUT1 

(barra de escala = 20 m). (*) p < 0,05, (***) p < 0,001. 

 

9.6 Evaluación de la proliferación celular 

Ki-67 es una proteína nuclear asociada con la proliferación celular. Durante la 

interfase, Ki-67 se detecta exclusivamente dentro del núcleo celular, mientras que en 

la mitosis se traslada principalmente a las superficies de los cromosomas (Bullwinkel 



Ricardo Jaime-Cruz 

 

 54 

et al. 2006). En condiciones normales, el desarrollo cardíaco embrionario se 

caracteriza por altas tasas de proliferación celular. Debido las remodelaciones 

anómalas y la menor densidad de cardiomiocitos del tejido cardíaco del grupo HG, 

examinamos la expresión de Ki-67 como un índice de la tasa de proliferación.  

De acuerdo con las inmunofluorescencias de los corazones y la menor densidad 

celular observada, los tejidos cardíacos de los embriones HG mostraron una reducción 

del 19% en los núcleos positivos para Ki-67 dentro de la PVI y una reducción del 16 % 

en la PVD, mientras que no hubo diferencia en el tabique interventricular entre los 

grupos NT y HG (Figura 9) 



Ricardo Jaime-Cruz 

 

 55 

Figura 9. Proliferación de cardiomiocitos fetales, inmunoteñidos para Ki-67, en cortes histológicos transversales de corazones de 
embriones de NT y HG incubados durante 10 días. (A) Núcleos de embriones NT. (B) Señal Ki-67 de un embrión NT. (C) 
Colocalización de núcleos positivos para Ki-67 en embriones NT. (D) Núcleos de embriones HG. (E) Señal Ki-67 de embriones 
HG. (F) Colocalización de núcleos positivos para Ki-67 en embriones HG. (G) Número de células positivas para Ki-67 (fotos a 
×40; rojo = marcador nuclear, azul = Ki67 y rosa = merge, marcado con flechas amarillas) Barra de escala = 20 um, (*) p < 0.05. 

 

Las miocardiopatías y en particular la miocardiopatía diabética se caracteriza en sus 

primeras etapas por alteraciones de la relajación diastólica, esto por el desarreglo de 

las fibras de miocardio en los ventrículos y posteriormente por insuficiencia cardiaca. 
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Los factores fisiopatológicos de la que impulsan el desarrollo de la miocardiopatía 

incluyen anomalías provocados por estrés oxidante, inflamación y además de fibrosis 

intersticial del tejido cardíaco, la rigidez cardíaca/disfunción diastólica y, 

posteriormente, la disfunción sistólica (Jia et al. 2018). Por los que por medio de la 

tinción histológica de Sirius Red buscamos evaluar la presencia fibrogénesis por medio 

de depósitos anómalos de colágeno en las tres áreas de estudio de ambos grupos. Sin 

embargo, como lo muestra la Figura 10 no encontramos cambios significativos en 

ningún área, es destacable mencionar que la tinción permitió observar que la 

organización del miocardio es escasa sin formar fibras clasicas y presenta poca 

compactación del tabique interventricular en los corazones HG. 

 

Figura 10. Tinciones histológicas de cortes transversales de corazones teñidos con Sirius Red observadas a 40x. (A) Pared 
ventricular izquierda corazón NT. (B) Pared ventricular derecha corazón NT (C) Tabique interventricular de corazón NT. (D) Pared 
ventricular izquierda corazón HG. (E) Pared ventricular derecha corazón HG. (F) Tabique interventricular de corazón HG. (Barra 
de escala= 200 μm, fotos a ×40). No se encontró ningún cambio aparente.  
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10. DISCUSIÓN 

El número de mujeres diabéticas en edad reproductiva continúa aumentando en todo 

el mundo, lo que lleva a un aumento paralelo en el número de fetos y neonatos con 

defectos cardíacos congénitos (Liu et al. 2019). Tanto la evidencia clínica como 

experimental sugiere que los niveles elevados de glucosa durante el embarazo pueden 

causar muerte embrionaria o fetal, así como enfermedades congénitas que conducen 

a la muerte prenatal (Helle et al. 2020). Además, cada vez hay más pruebas de que la 

DM materna puede aumentar los riesgos de enfermedades cardiovasculares y 

metabólicas en la edad adulta como consecuencia directa del entorno intrauterino 

hiperglucémico (Dervisoglu et al. 2018). Una proporción sustancial de estos casos 

puede prevenirse mejorando el control de la glucosa durante el embarazo (Simeone et 

al. 2015). 

Teniendo en cuenta investigaciones previas, nuestro objetivo fue distinguir los efectos 

de un ambiente hiperglucémico en el modelo experimental de pollo, en comparativa de 

los efectos en el corazón humano. Primero establecimos las similitudes del desarrollo 

embrionario en un ambiente hiperglucémico en nuestro modelo embrionario con la 

hiperglucemia materna, como el ralentizar en el desarrollo embrionario, así como 

miocardiopatías fetales y neonatales, para así obtener nueva información sobre los 

riesgos que la hiperglucemia gestacional puede representar para la descendencia 

(Elizabeth et al. 2018; Jean-Baptiste et al. 2020; Tam et al. 2017). 
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En este estudio, encontramos que las deficiencias en el crecimiento y maduración 

estructural cardíaca en el modelo de embrión de Gallus gallus fueron similares a la 

diabetes gestacional en modelos de roedores y humanos. Otro punto importante es 

que a diferencia de lo que clásicamente ocurre, no observamos macrosomía, esto 

pudiera ser debido a factores como la nutrición materna y la disposición de oxígeno 

para el desarrollo embriofetal, así como los factores de crecimiento de origen materno 

y placentario, no están involucrados en el actual modelo de estudio. 

A pesar de lo anterior y las crecientes estadísticas mundiales, los mecanismos 

moleculares subyacentes siguen siendo en gran medida desconocidos. Presentamos 

evidencia de que la hiperglucemia embrionaria podría inducir microsomía y retrasos 

en el desarrollo cardíaco, independientemente del estado de glucosa materna, 

posiblemente al inducir la sobreexpresión de TNNI3K, estudios previos en ratones 

transgénicos han demostrado que la sobreexpresión de TNNI3K reduce la longitud del 

sarcómero, lo que lleva a miocardiopatías progresivas e insuficiencia cardíaca (Salazar 

et al. 2015; Wang et al. 2015; Duran et al, 2014). 

 

10.1 Importancia del modelo de hiperglucemia de embriones de pollo 

La investigación experimental con embriones humanos está limitada por 

consideraciones éticas, mientras que los modelos murinos no hacen posible el análisis 

de la hiperglucemia fetal independientemente de la hiperglucemia materna. Como 

alternativa, el embrión de pollo permite un control preciso de la glucosa fetal y la 
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recolección a gran escala de tejido cardíaco para análisis moleculares. Además, los 

resultados presentados son concordantes con investigaciones clínicas y 

epidemiológicas en humanos, así como estudios experimentales en mamiferos. La 

hiperglucemia provocó un retraso en el desarrollo tanto del embrión en su conjunto 

como del corazón en comparación con los controles (Figura 1 y Gráfica 1). De manera 

similar, los estudios han informado que la hiperglucemia en mujeres embarazadas 

frena el crecimiento fetal y el desarrollo prenatal, lo que lleva a la microsomía (Duran 

et al. 2014; Elizabeth et al. 2018; Jean-Baptiste et al. 2020; Tam et al. 2017). Además, 

investigaciones recientes han sugerido que la hiperglucemia en el útero puede afectar 

las funciones sistólica y diastólica, provocando insuficiencia cardíaca (Basu et al. 

2018). En ratas, se ha informado previamente de microsomía y fetal embrionaria 

después de una hiperglucemia causada por diabetes gestacional inducida por la 

administración de estreptozotocina en el día 5 de gestación (Salazar et al. 2015). Por 

tanto, el embrión de Gallus gallus parece ser un modelo preclínico adecuado para 

estudiar las bases moleculares de los defectos cardíacos congénitos debidos a la 

hiperglucemia embrionaria. 

 

10.2 Efectos de la hiperglucemia sobre la morfología e histología cardíacas. 

Un retraso en la maduración morfológica y funcional del corazón puede provocar una 

remodelación desadaptativa e incluso una hipertrofia de los cardiomiocitos (Wang et 

al. 2015; Tang et al. 2013). Las trabéculas carnosas son estructuras musculares 
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irregulares que se adhieren a la pared ventricular y proporcionan resistencia para 

aumentar la fuerza de contracción. El retraso o la falla de la delaminación y 

compactación trabecular se asocia con déficits de contracción y arritmias (Icardo et al, 

1987). Se evidenció que el tamaño del corazón se redujo por la hiperglucemia (Figura 

2), mientras que la delaminación trabecular se retrasó y la compactación del miocardio 

fue menor (Figura 5 y Figura 6), lo que indica que los efectos de la hiperglucemia en 

la morfología del corazón (Figura 2 y Figura 3) pueden tener repercusiones 

perjudiciales a nivel molecular y funcional. 

La organización adecuada de las miofibrillas es fundamental para una contracción 

miocárdica óptima. Estudios experimentales han encontrado diferencias en las 

características histológicas del corazón en E18 entre las crías de ratones hembra 

diabéticos en comparación con los controles (Dowling et al. 2014). De acuerdo con 

nuestros hallazgos, encontramos que la cantidad de núcleos de miocitos en las 

paredes ventriculares se redujo notablemente en los corazones del grupo HG (Gráfica 

2) esto respaldado, por la cantidad de núcleos inmunopositivos para el marcador 

mitótico Ki-67, que se redujo sustancialmente (Figura 9). Por lo tanto, llegamos a la 

conclusión de que la hiperglucemia disminuyó el tamaño ventricular en parte al reducir 

la tasa de proliferación de cardiomiocitos. 

TNNI3K es una quinasa MAPK específica del corazón que regula la contracción del 

miocardio uniéndose y fosforilando la troponina I cardíaca (Wang et al 2015; Wang et 

al. 2013; Wang y Yang, 2015). La expresión excesiva de TNNI3K está fuertemente 

implicada en la progresión de las miocardiopatías (Wang et al. 2015; Tang et al. 2013). 



Ricardo Jaime-Cruz 

 

 61 

Además, un estudio previo in vivo informó miocardiopatía e insuficiencia cardíaca en 

ratones transgénicos que sobre expresaban TNNI3K (Wang et al. 2013). 

Posteriormente, otra investigación informó que, además de la miocardiopatía, los 

ratones transgénicos que sobre expresan TNNI3K tienen niveles plasmáticos elevados 

de troponina I y un mayor número de ataques cardíacos (Vagnozzi et al. 2013). 

Además, demostraron que una mayor expresión de TNNI3K reducía la longitud del 

sarcómero y promovía cambios en la composición de la proteína titina, lo que indica 

remodelación cardíaca. También encontraron que TNNI3K estaba ubicado en los 

discos intercalares y del sarcómero. De acuerdo con los informes mencionados 

anteriormente, este estudio enfatiza la relación entre el aumento de la expresión de 

TNNI3K y las miocardiopatías debido a la expresión de TNNI3K fue significativamente 

elevada en embriones del grupo HG (Figura 5) y exhibió anomalías tanto en la 

morfología macroscópica del corazón como en la estructura histológica (Figura 3 y 4). 

Además, la sobreexpresión de TNNI3K se asoció con una expresión alterada de otras 

proteínas sarcoméricas, la troponina I y desmina, como lo demuestran los análisis de 

inmunofluorescencia y western blot (Figura 5 y 6). 
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10.3 Patrones de expresión alterados de proteínas sarcoméricas asociadas con 

daño miocárdico 

Los cardiomiocitos contienen conjuntos lineales de sarcómeros alineados en paralelo 

con el eje longitudinal de la célula, la alteración de esta conformación estructural se 

asocia con hipertrofia cardíaca (Landstrom et al. 2012). También hay evidencia de que 

la remodelación anormal del corazón posnatal es causada por la activación de 

cascadas de proteína cinasa que convergen en MAPK, lo que resulta en la fosforilación 

de varios factores de crecimiento y diferenciación celular. Se sabe que la 

sobreexpresión de TNNI3K acelera la disfunción cardíaca en ratones al inducir la 

remodelación cardíaca a nivel molecular, incluida una reducción en la longitud del 

sarcómero y cambios en la composición de la isoforma de titina (Tang et al. 2013).  

La troponina I promueve el acoplamiento actina-miosina durante la contracción 

cardíaca, y se ha detectado una mayor sensibilidad a la troponina I después de una 

lesión o infarto de miocardio (Sundström et al. 2009).  La troponina I y TNNI3K se 

colocalizan en el sarcómero de las células cardíacas y actúan como efectores en el 

acoplamiento de miosina y actina durante la contracción (Tang et al. 2013). La 

sobreexpresión de estas proteínas se considera un indicador de daño miocárdico y un 

predictor de infarto (Vagnozzi et al. 2009; Pham et al. 2021). Asimismo, se ha 

informado una expresión elevada de troponina I en tejido de autopsia de humanos 

adultos con diabetes y deficiencia en la función cardíaca.  
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Además, la troponina I se asoció con una remodelación cardíaca anormal en un 

modelo de miocardiopatía en ratas (Shah et al. 2017; Goldfarb et al. 2009), lo que nos 

permitió especular que la expresión elevada de troponina I, una proteína específica del 

corazón, también podría estar elevada en la circulación sanguínea. Con base en estos 

informes, especulamos que los niveles elevados de expresión de TNNI3K (Figura 6A-

C) y troponina I en el grupo HG (Figura 8) observados en este estudio pueden ser 

indicativos de daño miocárdico y una consiguiente reducción de la fuerza contráctil. 

Para respaldar aún más esta hipótesis, en este estudio, los niveles de expresión de 

TNNI3K y troponina I aumentaron y se dispusieron en un patrón puntiforme en 

corazones hiperglucémicos en lugar del estilo clásico fibrilar generalmente observadas 

en tejidos sanos del grupo NT (Figura 5A-F). 

La desmina es un componente integral de los filamentos intermedios que se 

encuentran en el aparato contráctil, los DI, el núcleo y otros orgánulos celulares, y la 

subexpresión se ha implicado en anomalías mecánicas y estructurales del 

citoesqueleto que subyacen a los déficits de contracción; la subexpresión también se 

asocia con la propagación anormal de señales eléctricas entre las células del músculo 

cardíaco (Goldfarb et al. 2009). Encontramos que la desmina se expresaba en un 

patrón difuso después de la hiperglucemia (Figura 5) y era indetectable en los discos 

intercalares, en contraste con algunas muestras del grupo NT. Además, la expresión 

general se redujo significativamente en el grupo HG en comparación con el grupo NT 

(Figura 5G-I). 
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La evidencia emergente sugiere que las mutaciones en el gen DES causan diferentes 

trastornos musculoesqueléticos y miocardiopatías. Los fenotipos clínicos asociados 

con las mutaciones del DES son heterogéneos y algunas de estas mutaciones son 

dañinas. Investigaciones clínicas y experimentales han informado que mutaciones en 

el gen DES, como p.A120D, una variante de desmina, causan una formación 

defectuosa de filamentos intermedios en los cardiomiocitos ventriculares, lo que 

conduce al desarrollo de arritmias o miocardiopatías (Brodehl et al. 2013). 

Esto también está respaldado por estudios en embriones de pez cebra, donde la 

eliminación de la desmina condujo a la formación de músculos cardíacos 

desorganizados, biomecánica cardíaca defectuosa y trastornos en la señalización de 

Ca2+ (Brodehl et al. 2018). En conjunto, estos informes y el presente estudio resaltan 

la importancia de los bajos niveles de desmina en nuestro modelo. 

La comunicación entre células es esencial para la embriogénesis cardíaca normal, la 

transmisión de impulsos eléctricos, la sincronización de la actividad contráctil del 

miocardio y la transmisión de señales reflejas vasculares, entre otras funciones 

biológicas (Sorgen et al. 2018). Por tanto, la interrupción de la comunicación entre los 

cardiomiocitos, ya sea por mutaciones genéticas o por condiciones adquiridas, puede 

provocar una patología cardíaca. Tanto las investigaciones clínicas como los estudios 

experimentales en modelos murinos y porcinos han informado que los niveles 

anormales de expresión de las proteínas de unión responsables de la comunicación 

entre células conducen al desarrollo de miocardiopatías, arritmogénesis, isquemia 

miocárdica, hipertensión arterial y remodelación anormal del miocardio (Suarez et al. 
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2006). De hecho, estas proteínas se consideran ampliamente objetivos terapéuticos 

prometedores para el tratamiento de las miocardiopatías (Molica et al. 2018). 

En nuestro modelo la formación de discos intercalares se realizó de manera incompleta 

durante el desarrollo embriofetal del corazón; por lo tanto, las proteínas que son 

componentes de las uniones celulares se encontraron predominantemente en el 

citoplasma. Por ejemplo, la expresión anormal de componentes proteicos que forman 

uniones estrechas o uniones oclusivas se ha asociado con arritmias tanto en pacientes 

humanos como en modelos animales (Lisewski et al. 2008). Además, se ha 

demostrado que la principal proteína de unión oclusiva ZO-1 se une a múltiples 

proteínas del disco intercalar, como conexinas, cateninas y cadherinas (Zhang et al. 

2020).  

Los embriones HG demostraron una reducción sustancial en la expresión de ZO-1 

dentro del TIV (Figura 7A-C), concomitante con las anomalías morfológicas e 

histológicas antes mencionadas, de acuerdo con investigaciones que han reportado la 

pérdida de ZO-1 en los cardiomiocitos afecta la función cardíaca en ratones. (Dai et al. 

2020). Las claudinas también son proteínas de unión esenciales, ya que la pérdida se 

asocia con un desarrollo morfológico anormal, remodelación y disfunción miocárdica 

(Simard et al. 2006; Meng et al. 2009). Encontramos que la expresión de claudina-1 se 

redujo en la PVD, la pared del PVD y el TIV de los corazones del grupo HG (Figura 

7D-F), lo que puede ser la base de las anomalías morfológicas observadas. Además, 

un acoplamiento reducido entre células podría predisponer a mayores defectos 

funcionales a largo plazo. 
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Las uniones adherentes (AJ) están compuestas de proteínas que forman asociaciones 

indirectas con filamentos de actina y microtúbulos del citoesqueleto (Meng et al. 2009). 

Las deficiencias o aumentos en la expresión de estas proteínas pueden conducir al 

desarrollo de miocardiopatías congénitas, arritmogénesis, isquemia miocárdica, 

hipertensión arterial y remodelado anormal del miocardio (Li et al. 2012). En el corazón, 

las AJ son responsables del acoplamiento mecánico de los cardiomiocitos y están 

estrechamente asociadas con las placas de unión en los discos intercalares (Gutstein 

et al. 2003).  

La función mecánica correcta del músculo cardíaco depende del componente AJ N-

cadherina, que se expresa altamente tanto en el miocardio en desarrollo como en el 

maduro, donde se encuentra predominantemente en la región transversal de los discos 

intercalados y en las regiones de contacto entre miocitos vecinos (Craig et al. 2010). 

En modelos murinos, la pérdida de N-cadherina en el miocardio embrionario resultó en 

letalidad embrionaria en la mitad de la gestación, acompañada de múltiples anomalías 

embrionarias, incluidos defectos cardiovasculares (Kostetskii et al. 2005) lo que 

destaca la importancia de la N-cadherina para el desarrollo y la función optima del 

corazón. Por lo tanto, los niveles reducidos de expresión de N-cadherina y β-catenina, 

otra proteína AJ, en la PVD, PVI y el TIV (Figura 7) probablemente también 

contribuyeron a las anomalías morfológicas observadas. 

Finalmente, las uniones comunicantes son conjuntos de canales iónicos 

transmembrana que permiten el paso de iones para el acoplamiento eléctrico, así 

como de pequeñas moléculas para el acoplamiento metabólico de cardiomiocitos 
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adyacentes. Estas estructuras están formadas por conexinas (Cx), siendo la isoforma 

43 (Cx43) la más abundante en el tejido cardíaco embrionario y adulto (Lucero et al. 

2020). Las conexinas también forman hemicanales, lo que permite el intercambio de 

iones y pequeños metabolitos de bajo peso molecular entre el citoplasma y el entorno 

extracelular, lo cual es crucial para la comunicación entre cardiomiocitos más distantes 

(Nielsen, et al 2012). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la 

expresión entre embriones hiperglucémicos y normoglucémicos (Figura 7M-O), 

posiblemente debido a que, durante el período de estudio, el acoplamiento intercelular 

a través de uniones comunicantes no está completamente desarrollado. 

 

10.4 Efectos de la hiperglucemia embrionaria sobre el transporte de glucosa en 

el corazón 

El corazón de los mamíferos está adaptado para utilizar múltiples sustratos para 

obtener energía. El combustible predominante son los ácidos grasos, seguidos de la 

glucosa, que representa alrededor del 25% de la producción de ATP en el miocardio. 

En el corazón, los transportadores de glucosa más abundantes son GLUT1 y GLUT4 

(Solano, et al. 2019). GLUT1 se localiza principalmente en la membrana plasmática y 

es responsable de la captación de glucosa cardíaca basal, mientras que GLUT4 está 

presente principalmente en vesículas intracelulares en reposo, pero se transloca a la 

membrana plasmática en respuesta a la estimulación de la insulina (Shao et al. 2008). 

GLUT1 es el transportador de glucosa predominante en corazones embrionarios, 
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fetales y neonatales, su expresión es constitutiva. No obstante, el nivel de expresión 

está regulado por múltiples estímulos fisiológicos y patológicos. Por ejemplo, la hipoxia 

promueve un aumento en la expresión de GLUT1, la tasa de apoptosis de los 

cardiomiocitos ventriculares es más elevada en pacientes diabéticos adultos (Wang et 

al. 2016), posiblemente debido a un transporte insuficiente de glucosa a través de 

GLUT1 y GLUT4. Esto requiere la producción de energía alternativa mediante la beta 

oxidación de ácidos grasos libres y da como resultado una síntesis reducida de 

piruvato (Joyner y Smoak, 2004).  

En nuestro modelo la expresión de GLUT1 se redujo en ambas paredes del corazón 

embrionario hiperglucémico (Figura 8), lo que, como se informó anteriormente, 

paradójicamente podría reducir la disponibilidad de glucosa e impedir el desarrollo 

(Hufnagel et al. 2022; Joyner et al. 2004). En nuestro modelo, tanto la compactación 

como el engrosamiento de las paredes ventriculares se retrasaron, potencialmente 

debido a una tasa de proliferación reducida en las paredes ventriculares, como lo 

demuestra la tinción con Ki-67 (Figura 9). A medio y largo plazo, estas deficiencias 

podrían inducir malformaciones o remodelaciones anómalas y déficits funcionales en 

otros tejidos por un suministro insuficiente de oxígeno y de glucosa.  

Toda la información antes mencionada resalta la importancia de cómo la 

hiperglucemia, como en el caso de la diabetes gestacional, donde la glucosa puede 

atravesar la placenta libremente, resulta en la exposición del feto a altos niveles de 

glucosa, generando así múltiples complicaciones en el desarrollo embrio-fetal; como 

defectos en la formación de los sistemas nervioso y circulatorio.  
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Por lo tanto, estos cambios podrían aumentar la susceptibilidad de la descendencia a 

desarrollar enfermedades cardiometabólicas más adelante en la vida debido a cambios 

epigenéticos durante el desarrollo fetal (Sanchez et al. 2022; Hufnagel et al. 2022). 

Sumado a lo anterior, se ha demostrado que la lipotoxicidad resultante de la obesidad 

materna es capaz de activar una serie de cascadas de estrés oxidante y señales 

proinflamatorias que pueden exacerbar las complicaciones cardiovasculares inducidas 

por la hiperglucemia gestacional o la obesidad materna en los hijos durante su vida 

adulta (Dong et al. 2013). Este tipo de resultados son de resultan de gran importancia 

para que ayuden a esclarecer los mecanismos patológicos en torno a las 

complicaciones derivadas del desarrollo en un ambiente teratogénico de la progenie. 
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11. CONCLUSIONES  

La hiperglucemia retrasó el desarrollo de los corazones fetales y alteró la organización 

normal de los elementos celulares y moleculares. Además, la hiperglucemia redujo la 

proliferación de cardiomiocitos. Estas anomalías se asociaron con niveles elevados de 

expresión de las proteínas sarcoméricas TNNI3K y troponina I, así como con la 

regulación disminuida de múltiples proteínas de unión celular, lo que sugiere que las 

anomalías observadas en la morfología macroscópica vienen acompañadas con 

posibles fallas en el acoplamiento mecánico celuár, electrofisiologico y metabólico 

entre los miocardiocitos Además, el corazón hiperglucémico exhibió una regulación 

negativa del principal transportador de glucosa fetal, GLUT1, lo que nos permitiría intuir 

paradójicamente habría un déficit dentro de las células en el metabolismo de la 

glucosa. Además los hallazgos resaltan la utilidad del embrión de Gallus gallus como 

modelo para investigar la patogénesis de defectos cardíacos congénitos debidos a la 

hiperglucemia gestacional, así como los riesgos asociados con un control deficiente 

de la glucosa durante el embarazo. 

12. PERSPECTIVAS 

Pretenderemos evaluar la expresión de miRNAs asociados a diversos padecimientos 

cardiacos de los cuales no existen reportes en estado embrionario, ni bajo ambientes 

hiperglucémico, y las posibles relaciones que podría guardar con los cambios en los 

transportadores de glucosa en el corazón embrionario y proteínas estructurales y de 

comunicación intercelular en el miocardio.   
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14. ANEXOS 

 

14.1 Paraformaldehido 

Preparación. Para 100 ml. 

a) Calentar 60-70 ml de agua a 60 º C en un matraz con un agitador magnético. 

b) Añadir 4 g de paraformaldehído. 

c) Añadir dos o tres gotas de hidróxido sódico 10 N. 

d) Esperar a que la solución se vuelva transparente. 

e) Filtrar. 

f) Añadir 25 ml de tampón fosfato 0.4 M, pH 7.4 

g) Enrasar con agua destilada hasta 100 ml. 

h) Enfriar a 4-10 ºC antes de usar. 

 

14.2 Tinción Hematoxilina-Eosina 

a) Des-parafinado. Los tejidos se colocaron en estufa para histología antes 

descrita a 60 C por 4 horas, a fin de eliminar el exceso de paraplast. Una vez 

transcurrido el tiempo, los tejidos fueron sumergidos en 3 cambios de Xilol por 

5 minutos c/u. 

b) Hidratación. Los tejidos fueron sumergidos en series graduales de alcohol por 

5 minutos desde 100 hasta 30% y finalmente en agua bidestilada. 
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c) Tinción Hematoxilina. Los tejidos fueron bañados por 3 minutos con 

Hematoxilina de Harris, el exceso de colorante fue lavado con agua destilada 

por 3 minutos. Se pasaron en un cambio rápido en solución de alcohol al 70% 

con 5 gotas de HCl, después con agua amoniacal (1:1000) por 3 minutos. 

d) Tinción Eosina. A fin de contrastar el núcleo celular los tejidos fueron 

sumergidos por 1 minuto en Eosina. Posteriormente los cortes fueron 

deshidratados rápidamente con de alcohol al 96% y dos más de alcohol 100%. 

e) Montaje. Los tejidos se pasan por Xileno e inmediatamente fueron montados en 

resina Entellan New®. 

 

14.3 Tinción Sirius Red 

a) Desparafinar tejidos 

b) Hidratación de tejidos xilol, posteriormente pasar por alcohol 100% hasta 

alcohol 70% para llegar a agua destilada. 

c) Poner en hematoxilina durante 8 minutos 

d) Enjuagar y dejar en agua durante 10 minutos. 

e) Poner en Direct Red 80 por una hora 

f) Hacer 2 enjuagues de H2O acidificada  

g) Deshidratar en 3 cambios de alcohol absoluto 

h) Pase a xilol y montar muestras. 
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