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RESUMEN

La hiperglucemia durante la gestacion puede alterar el desarrollo del corazén fetal,
aumentando el riesgo de enfermedades cardiovasculares posnatales. Es importante
identificar marcadores tempranos de dafio cardiaco fetal inducido por un desarrollo en
un ambiente hiperglucémico y dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes. Las
investigaciones clinicas de adultos diabéticos con disfuncion cardiaca y estudios con
ratones transgénicos han revelado que la sobreexpresién de TNNI3K puede contribuir
al desarrollo de insuficiencia cardiaca, remodelaciones andmalas e hipertrofia
ventricular. La funcion cardiaca 6ptima también depende de la organizacién adecuada
de los tejidos contractiles y excitables regulados por uniones intercelulares ocluyentes,
adherentes y comunicantes. Las cardiopatias 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 corazén
embrionario y los niveles de expresion de proteinas sarcomericas (troponina I, desmina
y TNNI3K), proteinas 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 cual se le administré sobre la membrana
corioalantoidea 400 pl solucién de glucosa al 30 mmol/L cada 24 horas durante 10
dias. El otro grupo de embriones fue el no tratado (NT), se les administré 400 ul de
solucion salina fisiolégica, en la misma zona cada 24 h durante 10 dias (etapa 36HH).
Durante el periodo de induccion se midio la glucosa en sangre, el eje coronilla rabadilla
y el peso de los embriones, asi como el tamafio del corazoén, el analisis histopatolégico
y una estimacion de expresion de proteinas sarcoméricas y uniones celulares
mediante western blot e inmunufluorescencia por microscopia confocal. Los embriones
HG mostraron retrasos en maduracion cardiaca y el analisis histopatolégico revelé una
reduccion del espesor de la pared ventricular izquierda y derecha. Los niveles de
inmunoexpresién de TNNI3K y troponina | aumentaron (37% y 39%, respectivamente)
y la intensidad de fluorescencia de desmina se redujo, asi como la proliferacion en los
embriones HG. La hiperglucemia embriofetal puede desencadenar un aumento en los
niveles de expresion de TNNI3K y troponina |, asi como una disfuncion 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 |, 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 | 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. INTRODUCCION

1.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una afeccion crénica que se caracteriza por hiperglucemia
con valores >126mg/dL, (IDF, 2021; OMS, 2016). Dicha enfermedad es un importante
problema de salud publica en todo el mundo por ser cada vez mas frecuente y por la
severidad y diversidad de sus complicaciones cronicas (Zhao et al. 2013; Harrison,
2006). La federacion internacional de diabetes (IDF) ha informado que alrededor de
463 millones de los adultos de 20 a 79 afos la padecen. En el caso de México, en
2017 se inform6 que se presentaron alrededor de 12 millones de casos, ocupando asi
el 60. lugar mundial en nimero de individuos con DM, en 2022 se reportd que la
prevalencia de prediabetes en nuestro pais 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 metabdlicas y la insulina sintetizada y secretada por el pancreas, es una
hormona esencial, necesaria para el transporte de glucosa desde la circulacidon
sanguinea hacia las células (ADA, 2019). La DM se desarrolla cuando el pancreas no
produce suficiente insulina o cuando el organismo no la utiliza eficazmente. La falta de
insulina o la incapacidad de las células de responder a su estimulo provocan

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

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

ser clasificada en las siguientes categorias:

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

las células B-pancreaticas y generalmente conduce a la deficiencia de insulina.

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), debida a una pérdida progresiva de secreciéon
de insulina de las células B-pancreéticas, 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 gestacion.

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

de 6rganos).

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

se presenta perdida de funcion de los islotes pancreaticos que por lo general lleva a la

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

insulina, a fin de mantener el nivel de glucosa dentro del intervalo adecuado. Sin esta
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hormona no serian capaces de sobrevivir. En la DM2 predomina la pérdida progresiva
de la secrecién de insulina y la incapacidad del organismo de responder plenamente
a dicha hormona, efecto que se define como resistencia a la insulina. La DM2 es la
forma mas frecuente de diabetes, y representa alrededor del 90% del total de casos.
En cambio, la incidencia de DM1 se encuentra en aumento en todo el mundo, pero hay
una gran variacion en lo reportado en cada pais, con algunas regiones del mundo que

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

La hiperglucemia es uno de los factores de riesgo reconocidos para la aparicion y
progresion de las complicaciones de la DM. La elevacibn mantenida en las
concentraciones de glucosa provoca cambios en las proteinas plasmaticas y tisulares
con efectos indeseables sobre la salud del paciente diabético, de no controlarse, puede
provocar dafos a largo plazo en varios érganos del cuerpo, que conllevan al desarrollo
de complicaciones sanitarias discapacitantes y peligrosas para la supervivencia como:
ceguera, insuficiencia renal, accidente cerebrovascular, amputacion de miembros

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

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

células:

% Estrés oxidante. EI modo preciso de cdmo el estrés oxidante puede acelerar el
desarrollo de complicaciones en ambientes hiperglucémicos aun no ha sido
dilucidado. Estudios experimentales y clinicos informan que el estrés oxidante

derivado de la hiperglucemia promueve la produccion de radicales libres;
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deteriora el sistema de defensa antioxidante endégeno de las células como las
vitaminas A, C y E, glutation (GSH) y las enzimas superéxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa y glutation 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).

Glicosilacion no enzimética (GNE). La glucosa forma uniones covalentes con
las proteinas del plasma sanguineo a través de un proceso no enzimatico
conocido como glicosilacion, ademas se ha descrito que la glucosa en exceso
puede unirse con algunas otras biomoléculas enddgenas celulares importantes
como los lipidos y acidos nucleicos. La GNE ocurre en condiciones fisioldgicas,
pero en ambientes hiperglucémicos esta patolégicamente acelerada, sobre todo
en periodos de descompensacion metabdlica natural como sucede durante la
gestacion. La glicosilacién provoca modificaciones bioquimicas, fisicoquimicas
y funcionales de las biomoléculas nativas. El grado de glicosilacién depende de
la concentracion de glucosa en el medio extracelular y del tiempo de vida media
de las biomoléculas. Estudios recientes sugieren que los productos finales de
glicacion proteinica avanzada interactian con receptores de membrana y
modifican la sefializacion intracelular, la expresion génica, la liberacion de
moléculas proinflamatorias y/o radicales libres. Alternativamente se activan las
vias de sefializacion intracelular para la generacion de citocinas
proinflamatorias y proscleréticas que conducen al desarrollo y progresiéon de

complicaciones cardiovasculares diabéticas (Singh et al. 2014).

10
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1.1.2 Diabetes durante la gestacion

El periodo gestacional provoca grandes cambios fisiologicos, 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 gestacion segun la
ADA se presenta en un 9.2% de la poblacién (ADA, 2019; DeSisto et al. 2014). Segun
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 via 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 mayoria 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 concepcion (ADA 2019). A este tipo de diabetes en

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

La IDF estim6 que el 16.2% de las mujeres que dieron a luz nifios 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 alteracion en las

11
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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 (Tkac, 2013).

1.1.3 Efectos de la hiperglucemia durante la gestacion

Evidencias clinicas 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 6rganos
entre los que destaca el corazon, siendo una de las principales causas de muerte

intrauterina y perinatal.

Adicionalmente, diversos trabajos de investigacion, sefialan que la hiperglucemia
materna y el estilo de vida durante la gestacion 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

morfologicos y funcionales del corazén no han sido completamente dilucidados.

12
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1.2El corazén.

1.2.1 Caracteristicas anatomicas e histoldgicas del corazén

El corazén es el 6rgano central y mas importante en todos los vertebrados, consta de
cuatro cavidades contralaterales, un atrio izquierdo y un atrio derecho, asi como un
ventriculo izquierdo (VI) y un ventriculo 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 ventriculo izquierdo y viceversa. 3. Interventricular, que separa al VD del VI
(Gongora et al 2018; Bafio et al. 1986). Los atrios conforman el segmento atrial, el
derecho recoge sangre de la circulacidon sistémica y el izquierdo de la circulacion
pulmonar. El VD impulsa la sangre venosa a la circulacion arterial pulmonar para su
oxigenacién y el ventriculo izquierdo impulsa la sangre una vez oxigenada (arterial) a

la circulacion sistémica (Anderson et al. 1980).

El segmento ventricular gracias a su funcion contractil aporta la fuerza del bombeo que
impulsa la sangre. Ambos ventriculos son diferentes en morfologia, ciclo de presiones
y resistencias. Anatdmicamente el ventriculo derecho presenta una capa muscular
moderadamente gruesa, compuesta por miofibrillas de diametro intermedio. En
contraste el VI que comunmente se describe como la cavidad mas grande y fuerte del
corazoén, presenta una pared mas gruesa y sus miofibrillas son de mayor diametro,

dandole la fuerza suficiente para impeler la sangre a través de la valvula adrtica hacia

13
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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 funcién cardiaca.

(Géngora et al. 2018).

Aorta

Arteria pulmonar

Vena cava

. Pulmones
superior

Auricula derecha —

Valvula -
pulmonar pulmonares
Auricula
Valvula izquierda
tricuspide Valvula mitral
Ventriculo derecho Vélvula adrtica

Ventriculo
izquierdo

Vena cava
inferior

Esquema 1. Estructura del corazén y trayecto del flujo sanguineo a través de las cavidades cardiacas y de las valvulas cardiacas,

tomado de Guyton & Hall, 2021.

1.2.2 Desarrollo del corazon
El corazén es el primer 6érgano que funciona durante el desarrollo embrionario. Esta
formado principalmente por la contribucibn de dos progenitores cardiacos
superpuestos espacial y temporalmente que surgen de la capa esplacnica del
mesodermo lateral anterior que forma el primer campo cardiaco y segundo campo

cardiaco (el mesodermo esplacnico faringeo) (Villavicencio et al, 2020).

14
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El desarrollo del corazén es un proceso dindmico, secuencial, ordenado

morfolégicamente y regulado genética y epigenéticamente que suele dividirse en

cuatro etapas superpuestas en el tiempo:

Cardiogénesis temprana: ocurre durante la etapa premorfogenética o
presomitica del embrién (dias 8 a 18 de desarrollo). La cardiogénesis temprana
comienza con la organizacion de las areas cardiacas y de la media luna
mediante la gastrulacion y finaliza con la formacion de dos tubos endocardicos

gue estan recubiertos externamente por células del linaje miocardico.

Etapa morfogenética: esta etapa ocurre durante las semanas 4 a 8 del
desarrollo embrionario. Comienza con la formacion del tubo cardiaco recto,
derivado del primer campo cardiaco, y finaliza tras la integracion de los
primordios de todas las estructuras que componen el corazén de cuatro

camaras.

Septacion y remodelacion de las cdmaras del corazon: esta etapa comienza
durante la mitad del desarrollo embrionario (estadio 30 Carnegie). Los
primordios sufren procesos diferenciales de crecimiento y remodelacion. Se
forman las valvulas y el tabique y, al mismo tiempo, las cavidades auricular y

ventricular adquieren sus identidades morfolégicas.

15
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= Maduracién e histodiferenciacion: ocurre durante el periodo fetal (semanas 16
a 38) e implica la maduracion histologica del miocardio ventricular y auricular y
la diferenciacion histolégica de los sistemas valvulares ventriculoarterial y
auriculoventricular, incluidos los cordones tendinosos y los masculos papilares.
Al mismo tiempo, se desarrollan el sistema de conduccion y los vasos

coronarios (Villavicencio et al. 2023).

El desarrollo del corazén depende de eventos previos como la especificacion del
mesodermo en mesodermo esplacnico, después en el mesodermo cardiogénico y
posteriormente la morfogénesis de las camaras cardiacas embrionarias que en la
etapa fetal se remodelan hasta formar un corazon maduro de cuatro cavidades
(Salazar, et al. 2006). El crecimiento y desarrollo ventricular en mamiferos durante el
periodo fetal y neonatal es dependiente en gran medida de cambios que ocurren en la
poblacién de cardiomiocitos (Engelmann y Boehm, 1992). En modelos animales como
pollo y rata, la proliferacion miocardica, se detiene poco después del nacimiento, sin
embargo, se reporta un incremento del tamafo celular (Sedmera, et al. 2011). Fallas
durante la cardiogénesis de algin proceso morfogenéticos o en la expresion de genes
responsables del desarrollo y/o funcién cardiaca pueden conducir a diversos defectos

morfologicos y funcionales del 6rgano.

1.2.3 Cardiopatias congénitas y miocardiopatias
Las cardiopatias congénitas son anomalias 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 numero
puede variar en otros paises. Las causas de los defectos son multifactoriales, debido
a diversos origenes: genéticos, medioambientales y al estilo de vida de las madres.
Las cardiopatias congénitas son los tipos mas comun de defectos de nacimiento en
América latina, seguidos de los defectos del tubo neural y sindrome de Down (CDC,

2019; OPS, 2022).

Las cardiopatias congénitas afectan a casi el 1% de los recién nacidos vivos, con una
mayor incidencia en nacimientos prematuros, en comparacion con el namero total de
nacimientos (ACHA, 2013). La comunicacion interventricular (VSD, por sus siglas en
inglés) es un tipo frecuente de defecto cardiaco. En los Estados Unidos,
aproximadamente 16,800 neonatos nacen cada afio con VSD, lo que representa
alrededor del 0.42% de todos los nacimientos. Alrededor del 75% de los VSD son en
la regibn membranosa y los restantes se ubican en la region muscular del tabique

interventricular (Penny, 2011).

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos de los vasos
sanguineos y el corazéon. Dentro de las afecciones cardiovasculares con mayor
incidencia causadas por la hiperglucemia, destacan las miocardiopatias (Kraker et al.
2016; Elliott et al. 2008). Estas enfermedades son un grupo de afecciones anatdbmicas
y funcionales, especificas del miocardio de uno o ambos ventriculos asociadas con la

disfuncién mecénica y/o eléctrica y desarreglos en la organizacion y/o estructura de
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los cardiomiocitos. Sus causas pueden ser genéticas o adquiridas y pueden conducir
a fallas en la contraccion y bombeo de la sangre (Pons, 1986). Es comun que en las
miocardiopatias el miocardio ventricular esté dilatado lo que a menudo contribuye a
desarrollar insuficiencia cardiaca progresiva e inclusive muerte subita (Kraker et al.
2016). Los tres tipos principales de miocardiopatias que afectan al ventriculo izquierdo
son la miocardiopatia dilatada, la miocardiopatia restrictiva y la miocardiopatia
hipertrofica (Elliott et al. 2008). La miocardiopatia hipertrofica se caracteriza por un
tabigue interventricular con miocitos anormalmente grandes y desalineados, ventriculo
engrosado y rigido con fibrosis, que conduce a una reduccién del gasto cardiaco que

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

Aunque actualmente se ha identificado una correlacion positiva en la presencia de
diabetes y miocardiapatias en personas adultas, asi como en nifios y fetos
descendientes de mujeres diabéticas (Hufnagel et al. 2022; Sanchez et al. 2022; Dong
et al. 2013), no se conocen a fondo los procesos morfogenéticos que afectan el
desarrollo cardiaco, que pueden conducir al desarrollo de las miocardiopatias. Las
redes moleculares que actian en estos procesos también siguen sin ser del todo
claras.
1.3Transportadores de Glucosa en el Corazdn

El corazén en los mamiferos esta adaptado para utilizar diversos sustratos para
satisfacer su alta demanda energética, predominantemente utiliza los acidos grasos,
seguido de la glucosa que representa alrededor del 25% de la produccion de ATP en

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

etal. 2019).

GLUT1 se localiza principalmente en la membrana plasmatica y es responsable de la
captacion basal de glucosa cardiaca. Por otro lado, GLUT4 esta presente
principalmente en las vesiculas intracelulares en etapas de reposo, y se transloca a la
membrana plasmatica tras la estimulacion de la insulina. El GLUT1 es el transportador
de glucosa predominante en el corazén embrionario, fetal y neonatal, debido a que en
estas etapas su expresion es constitutiva. Posterior al nacimiento la expresion del
GLUT4 aumenta paulatinamente, sustituyendo al GLUT 1, dando como resultado que
el GLUT4 se convierta en el principal transportador de glucosa en el corazén adulto,
en la adultez la expresion del GLUT1 estd determinada solo la activacion de la
transcripcion del gen GLUT1 en la mayoria de los casos por diversos estimulos (Shao

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

Los factores transcripcionales Spl y Sp3 se han caracterizado como reguladores de
la expresion de GLUT1 en el corazdén embrionario (Montessuit et al. 1999).
Basicamente Spl estimula la transcripcién durante la vida intrauterina. La regulacién
a la baja de Spl se observa durante la vida neonatal temprana y su minima expresion
es durante la edad adulta. En cambio, Sp3 es un represor de la expresion de GLUT1
en el corazon (Santalucia et al. 2003). De manera interesante, se ha validado que en
el corazoén la expresion de GLUTL1 esta regulada por multiples estimulos fisiolégicos y

gue la hipoxia promueve un incremento en la expresion de GLUT1; adicionalmente en
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el corazén 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 miocardico puede conducir a eventos de
glucotoxicidad, lo cual se puede presentar por una disminucion en el uso y la oxidacion
de glucosa, lo cual clasicamente va acompafiado de un decremento en la expresion
principalmente de los GLUT 1 y 4, lo cual genera un cambio alternativo en la
produccion de energia a partir de la B-oxidacion de los acidos grasos libres, la
disminucion en el consumo de glucosa disminuye la sintesis de piruvato provocando

menor oxidacion (Wang et al. 2016).

1.4 Proteinas marcadoras de dafio al miocardio.
Los miocardiocitos son las células con actividad contractil que componen las paredes
ventriculares y el tabique interventricular del corazén, cada miocardiocito contiene
miofibrillas ordenadas en sarcOmeros compuestos por diversas proteinas entre las que
destacan ademas de la actina y la miosina, la troponina |, la desmina y la cinasa
interactuante con troponina | (TNNI3K). Los sarcOmeros son considerados las
unidades morfolégicas y funcionales de los miocardiocitos. Ademas, se ha sefialado
gue cuando estad modificada la expresion o funcion de las proteinas sarcoméricas se
pueden manifestar dafios al miocardio y remodelaciones anémalas como la hipertrofia

cardiaca, algunas proteinas de interés para esta investigacion son:
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1.4.1 Cinasa interactuante con troponina | (TNNI3K): la cinasa interactuante
con troponina | es una proteina especifica del corazén, codificada por el gen
TNNI3K. Esta proteina pertenece a la familia de proteinas quinasas MAP cinasa
cinasa (MAPKKK) que desempefia un papel importante en la fisiologia cardiaca
y adicionalmente promueve la diferenciacién de células madre embrionarias. Es
activada por mitbgenos MAPK y en modelos de ratas se ha observado que su
sobreexpresion acelera la hipertrofia de miocardiocitos provocando insuficiencia
cardiaca (Tang, et al. 2013). Es un mediador de la fosforilacion de troponina |
en la Ser 22 y Ser 23 que estimula un cambio conformacional de la troponina |,
contribuyendo en la regulacién de la funcién de contraccién del miocardio. Se
ha constatado en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo, que la
sobreexpresion de TNNI3K acelera en gran medida la disfuncién cardiaca en
modelos de cardiomiopatia en ratones, lo que indica un papel importante de
TNNI3K en la modulacién de la progresion de la enfermedad cardiaca (Wang et

al. 2011; Wang et al. 2013).

1.4.2 Troponina I: La troponina | es una proteina del musculo esquelético y
cardiaco. En el caso del corazén, se presenta mediante una Unica isoforma de
peso molecular de 23,9 kDa. Consta de 209 residuos de aminoacidos. Es una
proteina globular de gran tamafo. Consta de tres subunidades polipeptidicas:
troponina C (fijadora de calcio), troponina | (inhibidora) y troponina T (fijadora
de tropomiosina). Sirve como acopladora para la miosina y la actina, ademas

de regular al Ca?" para lograr una adecuada contraccion. Tiene gran
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importancia en la regulacion de la contraccion del musculo cardiaco. Durante el
infarto al miocardio, suele perderse la integridad de la membrana del
cardiomiocito y la troponina | es liberada al torrente sanguineo. Esta situacion
permite que la troponina | plasmatica sea considerada un marcador de dafio al

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

1.4.3 Desmina: Es una proteina de 52 kD que conforma un tipo de filamento
intermedio y es propia del citoesqueleto de las células musculares estriadas.
Los filamentos de desmina se localizan a lo largo de todo el sarcomero y suele
anclarse a los discos intercalares, organelos membranosos y envoltura nuclear
(Goldfarb et al. 2009). Refuerza la organizacion de los discos intercalares y
ejerce una funcién de interconexion 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 masculo cardiaco, ademas, es un
componente esencial en las células del sistema de conduccion miocérdica,
especializado en regular la contraccién ritmica y coordinada de las cavidades
cardiacas (Bazoukis y col. 2018). La desmina disminuye paulatinamente su
expresion y se desorganiza en los procesos de adelgazamiento de las paredes
ventriculares e insuficiencia cardiaca, que suelen conducir a una disminucion
del bombeo y fuerza mecanica ventricular. Estas caracteristicas determinan
gue la desmina sea considerada un buen marcador de posibles dafos al

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

20109.

1.5 Proteinas de uniones celulares en el corazén
A nivel cardiovascular, la comunicacién célula a célula es indispensable en condiciones
normales, para la embriogénesis cardiaca, la transmision del impulso eléctrico, la
sincronizacion de la actividad contractil del miocardio, la transmision de sefales
reflejas vasculares, entre otras funciones bioldgicas. Existen proteinas indispensables
en procesos de comunicacion normal entre los cardiomiocitos, que cuando se
modifican a causa de mutaciones genéticas heredadas o en condiciones adquiridas
conducen a condiciones patoldgicas. Estudios de seguimiento clinico y experimentales
en modelos murinos y porcinos han documentado cémo las deficiencias o incrementos

de estas proteinas, pueden conducir al desarrollo de miocardiopatias congénitas,
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arritmogénesis, isquemia miocardica, hipertension arterial y remodelaciones anémalas

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

estas proteinas han llegado a considerarse posibles blancos terapéuticos en el

tratamiento de las distintas miocardiopatias en las que la comunicacién intercelular

tiene un papel fisiopatoldgico importante (Suérez 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
estdn formadas por conexinas (Cx), siendo la isoforma 43 (Cx43) la mas
abundante en el tejido cardiaco embrionario y adulto (Lucero et al. 2020). Las
Cx también forman hemicanales, que permiten el intercambio de iones y
pequefios metabolitos de bajo peso molecular entre el interior del cardiomiocito

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

Las alteraciones en la funcion, expresion, estados de fosforilacion y localizacion
de Cx43 estdn presentes en varias miocardiopatias humanas y estan
fuertemente correlacionadas con laincidencia de arritmias cardiacas, disfuncién
cardiaca 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

corazon, la disposicion geométrica de los DI asi como el tamafio y el nimero de
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las UG parecen ser determinantes del sistema de conduccion 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 proteinas que se asocian con proteinas
citoplasmicas, llamadas cateninas, que a su vez se unen a los componentes del
citoesqueleto, como los filamentos de actina y los microtibulos (Meng et al.
2009). En el corazon las AJ son responsables de acoplar mecanicamente los
miocardiocitos y se encuentran estrechamente relacionadas con las placas de
unién gap en los discos intercalar (Gutstein et al. 2003). La funcion correcta del
musculo cardiaco depende de una cadherina clasica, 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 region
transversal de los DI y en las regiones de contacto entre los miocitos vecinos
(Craig et al. 2010). En modelos murinos se ha documentado, como la pérdida
de la N-cadherina en el micardio embrionario da como resultado la letalidad
embrionaria aproximadamente a la mitad de la gestacion, acompafiada de
multiples anomalias embrionarias, resaltando defectos cardiovasculares graves
(Kostetskii et al, 2005), pudiendo asi resaltar laimportancia de N-cadherina para

el 6ptimo desarrollo y funcionamiento del corazon.

1.5.3 Z0O-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 expresion de estas proteinas, pueden llevar a la disfuncién
de TJ, sello distintivo de la arritmia cardiaca que puede ser el resultado de
diversas formas de padecimientos cardiacos (Lisewski et al. 2008). Ademas, de
ser crucial en funciones de permeabilidad y comunicacion, se ha demostrado
gue ZO-1 se une a multiples proteinas del DI como conexinas, cateninas y
vinculinas (Zhang et al. 2020). Y en modelo murino se ha comprobado como la

pérdida de ZO-1 en los cardiomiocitos interrumpen la funcién cardiaca (Dai et

al. 2020).
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Esquema 3. Imagen representativa de las uniones celulares, tomada de Kutova et al 2020.
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1.6 Proliferacion en el desarrollo embrio-fetal
Dentro de los diversos procesos morfogenéticos que ocurren en el corazon en etapas
embrio-fetales la proliferacion de los miocardiocitos resulta de gran importancia, debido
a que el corazén a lo largo de su formacién recibe paulatinamente a diversas
poblaciones celulares migrantes que posteriormente constituirAn sus estructuras
maduras, dichas células son altamente proliferantes y su actividad mitotica es crucial
para que el corazon aumente en tamafio, asi como para la formacién de estructuras
cardiacas (Villavicencio et al 2020). Particularmente en las paredes ventriculares la
proliferacion 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 proteina nuclear Ki-
67, que esté 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 formacion se han asociado

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

1.7Ventajas del modelo de Gallus gallus
Diversas investigaciones mediante marcaje selectivo in ovo del corazon embrionario
de Gallus gallus domesticus describen el desarrollo de elementos embriolégicos y su
destino en estructuras del corazén maduro (Villavicencio et al. 2020; Wittig et al. 2016),

lo que ha permitido especular el origen de los defectos congénitos del corazén y la
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etapa embrionaria en que ocurren las anomalias, esto debido a que el desarrollo
cardiaco humano es comparable al del pollo (Lazzarini et al, 2018). En contraste, la
mayoria de los trabajos experimentales que abordan el efecto de la hiperglucemia
materna durante el desarrollo cardiaco, se han llevado a cabo en modelos murinos
utilizando comunmente estreptozotocina como inductor de Diabetes (Revilla et al.
2023; Salazar y et al. 2015). En cambio, el modelo de embrion Gallus gallus
domesticus permite analizar el efecto exclusivo de la hiperglucemia materna sin la
interferencia de otros factores maternos, permitiendo ademas visualizar

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

Ademas, el embrién de pollo es un modelo abordable y econémico 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 nimero de datos
experimentales en un solo proceso de incubacién. Incluso el embrién de Gallus gallus
domesticus se ha utilizado como modelo que permite investigar algunos efectos sobre
el feto como: la hipoxia y el estrés oxidativo de manera independiente de la nutricion y

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

Por lo que algunas investigaciones recientes utilizan el modelo de embrion 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
anomalo de ojos, de la cresta neural, misma que puede dar lugar a: malformaciones
congénitas, defectos del septo atrioventricular, persistencia del conducto arterioso y

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

Estudios clinicos han permitido comprobar que las cardiopatias del tipo de
comunicaciones interauriculares, interventriculares y la miocardiopatia hipertrofica
resultantes en los neonatos son los padecimientos mas comunes producto de la
hiperglucemia pregestacional, presentandose en méas del 5% de los neonatos hijos de
madres con algun tipo de diabetes pregestacional. En cambio, en la DMG estos
cambios estructurales son menos comunes, aunque es mas comun observar
problemas de disfuncion cardiaca (Pauliks et al. 2015). Evidencias clinicas y
experimentales sefialan que la hiperglucemia en mujeres gestantes y el estilo de vida
durante el embarazo afectan el desarrollo pre y posnatal de la progenie (Hufnagel et
al. 2022; OPS, 2015). El ambiente hiperglucémico puede provocar modificaciones
moleculares y morfologicas en las estructuras embrio-fetales debidas a cambios sutiles
en la economia energética materna y programar un mayor riesgo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares desde la infancia en individuos sin defectos aparentes

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

La hiperglucemia durante la gestacion es considerada un agente teratogénico que
interfiere en el desarrollo embrio-fetal (OMS, 2016; Herrera et al. 2005). Por esta razén
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 practico un ecocardiograma fetal en las semanas 13, 20 y 36 de gestacion para
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evaluar la estructura y funcion cardiacas. En fetos de embarazo con diabetes
pregestacional encontraron cambios estructurales y funcionales del corazon,
comparados con fetos controles de mujeres sanas en cada edad gestacional. Estos
hallazgos sugieren que la disfuncién cardiaca puede estar precedida por los cambios

estructurales cardiacos en fetos de embarazo diabético.

Por su parte, Sanchez y colaboradores (2016), realizaron un analisis transversal donde
incluyeron 104 pacientes gestantes, cursando con un diagnéstico de DM
pregestacional o gestacional y se les realizd un ecocardiograma fetal con el fin de
determinar la presencia de cardiomiopatia hipertréfica fetal. En el 53% de las pacientes
se observo una correlacion positiva entre los valores elevados de hemoglobina
glucosilada materna y la presencia de cardiomiopatia hipertréfica fetal. Adicionalmente
se ha demostrado que el grado de hiperglucemia materna durante la gestacion tiene
un gran impacto en el tipo de miocardiopatia que se manifiesta en el recién nacido. La
hiperglucemia moderada, produce hipertrofia del corazén neonatal (Tka¢, 2013;
Hufnagel et al 2022). Casos de seguimiento clinico han documentado que cuando la
hiperglucemia esta mal controlada e impacta la nutricibn maternofetal se puede
producir diversos grados de dafio desde muy benigna hasta miocardiopatia dilatada

(TK&G, 2013).

Por su parte, TNNI3K es una MAP cinasa especifica de corazon que se une y fosforila
a la troponina cardiaca | y juega un papel clave en la regulacion de la contraccion del

miocardio ventricular (Wang et al. 2013). En recientes investigaciones Wang y
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colaboradores (2015) sefalan una relacion positiva en la expresion del miR-223 y la
proteina TNNI3K en corazones con hipertrofia (Lu et al. 2010). Adicionalmente, se ha
identificado que la expresion excesiva de TNNI3K es importante en la progresion de
las miocardiopatias (Tang et al. 2013). Estos antecedentes generan el interés de
investigar mas a fondo el papel del miR-223 y la proteina TNNI3K en las enfermedades
del corazén de pacientes diabéticos y su posible relacion en el desarrollo de

miocardiopatias en condiciones de hiperglucemia gestacional.

3. JUSTIFICACION

Estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud y de la IDF indican que los niveles
crecientes de obesidad a nivel mundial conducirdn un aumento en la prevalencia de
todos los tipos de diabetes (IDF, 2021; OMS, 2016; Huidobro et al., 2004; DeSisto et
al. 2014). Evidencias clinicas 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
organos. A mediano y largo plazo, la prevalencia de hiperglucemia se considera un
factor de riesgo para el desarrollo en la progenie de obesidad, enfermedades

metabdlicas y cardiovasculares entre las que destaca las miocardiopatias.

Expuesto lo anterior diversos estudios que han tratado explorar los posibles
mecanismos responsables de los cambios moleculares y morfoldgicos causados por

la DMG y su impacto en la morfofisiologia 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
multiples variables incontrolables (dieta, factores socioeconémicos, nutricién y factores
genéticos) que pueden alterar y complementar los efectos nocivos del ambiente

intrauterino hiperglucémico.

Por esta razdén en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis
Experimental, de la Unidad de Investigacion en Malformaciones Congénitas del
Hospital Infantil de México, Federico Gomez establecimos un modelo de hiperglucemia
en embriones de Gallus gallus domesticus para estudiar su efecto en el desarrollo

cardiaco embrio-fetal.

El modelo de embrién de Gallus gallus domesticus ademas de permitir la visualizacion
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 econémico
gue 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 numero de datos experimentales en un solo proceso de
incubacion. Incluso se ha utilizado como modelo que permite investigar el efecto de la
hipoxia sobre el feto de manera independiente de la nutricion y la fisiologia materna

(Itani et al. 2016).

Esta informacion previamente mencionada apoya la idea de que un ambiente
hiperglucémico afecta la maduracion morfolégica del embrion, por lo tanto esta

investigacion busca aportar informacién 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 asi que se fomenten nuevos abordajes
y estrategias pertinentes que permitan sugerir mejores diagnosticos prenatales y a su
vez la informacién obtenida resultara de utilidad en la exploracion de marcadores de
dafo al miocardio y para sugerir estrategias para la busqueda 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 aportara informacion que podria ayudar a incentivar
politicas publicas que motiven la reduccion de la ingesta de alimentos con altos
contenidos de azlcares. Con base en estos antecedentes planteamos la siguiente

pregunta.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El ambiente hiperglucémico in ovo desregulara la formacion de uniones celulares,
transportadores de glucosa, asi como la proliferacion celular y la compactacién del

desarrollo del miocardio ventricular embrionario?

5. HIPOTESIS
El ambiente hiperglucémico in ovo durante el desarrollo embrionario afectara la
morfologia e histologia de las paredes ventriculares y modificara el patrén de expresion

de proteinas de uniones celulares, transportadores de glucosa y la proliferacion celular.
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6. OBJETIVO GENERAL

Analizar el desarrollo embrionario del miocardio ventricular morfolégica e
histolégicamente bajo condiciones de hiperglucemia inducida in ovo, asi como las
afectaciones en las proteinas constituyentes de las uniones celulares, los

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

7. OBJETIVOS PARTICULARES

En corazones desarrollados en un ambiente hormo e hiperglucémico:

Analizar comparativamente la morfometria y la histopatologia.

= Determinar con microscopia electrénica de barrido los procesos de formacién
de trabéculas y el engrosamiento de paredes ventriculares.

= Cuantificar la expresion de las proteinas de dafio al miocardio (TNNI3K,
troponina | y desmina) por medio de inmunofluorescencia y western blot.

= Cuantificar la expresiéon 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 expresion de las uniones adherentes (N-cadherina y B-catenina)
mediante inmunofluorescencia.

» Cuantificar la expresidbn de las uniones comunicantes (Cx43) mediante

inmunofluorescencia.
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» Comparar las posibles diferencias en la expresion del GLUT1 por
inmufluorescencia.

» Evaluar los posibles cambios en el patron de expresion de la proliferacion
celular (Ki-67) mediante inmunofluorescencia

= Evaluar los posibles eventos fibrogénicos mediante la tincion de Sirius Red.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Induccion de hiperglucemia embrionaria

Se emplearon huevos fértiles de gallina (Gallus gallus domesticus), libres de
patégenos especificos, adquiridos en la granja ALPES S.A. (Tehuacén, 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°Cy 60% de humedad por 3 - 3.5 dias de incubacion hasta alcanzar el estadio 22HH
con base en la clasificacion de Hamburger y Hamilton (1952) que relaciona la
morfologia embrionaria con el tiempo de incubacion. Pasado ese tiempo, se abrié una
ventana de aproximadamente 1 cm? en el lado romo del cascarén. 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 pL
de solucién de glucosa al 30 mmol/L, diluida en solucion salina (NaCl 0.9%) desde el
estadio 22HH, hasta un maximo de 10 dias de incubacion (estadio 36HH). Para el

grupo de los embriones NT fueron tratados con una dosis diaria de 400 pL de solucién
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salina fisiologica. Para verificar la induccién de hiperglucemia, a partir del dia 4 de
incubacion se obtuvieron embriones HG y NT cada 24 horas (n = 30 de cada grupo en
36HH). Se separaron del vitelo, se decapitaron y se tomé una muestra de sangre parar
registrar el nivel de glucemia, empleando tiras reactivas y un glucometro. Los datos se

registraron en una tabla y se elaboré una grafica.

8.2 Peso y crecimiento corporal

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

y se elaboraron graficas.

8.3 Procedimiento Histolégico.

Los corazones fijados en paraformaldehido (anexo 1) de 12 a 24 hrs, se emplearon
para evaluar el desarrollo del miocardio. Después de la evaluacion anatomica, se
elimind el exceso del fijador y se deshidrataron en alcohol etilico a concentraciones
graduales ascendentes (30-100%), se transparentaron en Xilol y se incluyeron en
parafina. Se elaboraron cortes seriados de 6 um en el plano transversal a la altura de
los musculos papilares y se tifieron con la técnica de Hematoxilina y Eosina (anexo 2).
Los cortes histologicos se emplearon para medir el didmetro y circunferencia cardiaca,
asi como el conteo de miocitos en 3 areas 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. Asi como para
evaluar los posibles eventos fibrogénicos en las 3 zonas de estudio en ambos grupos

mediante la tincion de Sirius red (Anexo 4).

8.4 Andlisis estructural de microscopia electrénica de barrido.

Se utilizaron 20 corazones (10 de cada grupo), y se realizaron disecciones
transversales, se fijaron en una solucién de glutaraldehido (0.1%) en PBS (0.1M) pH
7.4 (anexo 3) y se deshidrataron en alcoholes graduales, para ser llevados a punto
critico, posteriormente fueron montados en platinas de cobre para posteriormente ser
recubiertos por pulverizacion catodica con oro de 350 nm en un aparato Denton
Vacuum Desk 1A (Cherry Hill Industrial Center, NJ, EE. UU.). Las fotografias se
obtuvieron utilizando un microscopio electronico de barrido JEOL JSM 5300 (JEOL,
Tokio, Japon) a 15 kV en los corazones de ambos grupos, para comparar cambios en

el proceso de trabeculacion y delaminacion en los corazones de ambos grupos.

8.5 Inmunofluorescencia por microscopia confocal

Para poder determinar la expresién de las proteinas de de dafio al miocardio se
emplearon cortes histologicos del corazén (6um) que fueron montados en portaobjetos
cubiertos con poli-L lisina al 1%. Las laminillas se rehidrataron y se hizo recuperacion
de antigenos con bufer de citratos (BioGenex, USA) en autoclave a 15 Ib de presion

por 5 min y, finalmente, se adicioné anticuerpos TNNI3K (Santacruz, EU), Troponina |
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(Santacruz, EU), Desmina (Santacruz, EU), ZO-1, TNNI3K (Santacruz, EU), Troponina
| (Santacruz, EU), Desmina (Santacruz, EU), Cx43 (Novus, EU; NB11039113), N-
Cadherina (Santacruz, EU), B-Catenina (Santacruz, EU), Glut-1 (Novus, EU;
NB1008167) y Ki-67 (Santacruz EU), en concentracion 1/200, las muestras se
incubaron toda la noche a 4°C. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion. las
muestras se trataron con anticuerpo secundario anti-rabbit (Santa Cruz, USA; SC2359)
por 4 horas a temperatura ambiente, los nucleos celulares se tifieron con RedDot
(Biotium, USA) diluidos 1/150. Por ultimo, las muestras se montaron en solucién de
montaje PBS/glicerol 1:1 y se observaron en un microscopio confocal (Carl Zeiss,
Alemania). Se obtuvieron microfotografias a la altura de los masculos papilares, en las
3 zonas de interés con aumento de 10X, 40X y 60X (software, ZEN 2010). Los
promedios de las densidades épticas obtenidas para la expresion de cada proteina se
reportaran como porcentaje del control que serd el 100% de la expresion * la

desviacion estandar.

8.6 Andlisis de la expresién de proteinas por Western Blot.

El tejido ventricular de los corazones en estadio 36 HH HG y NT fue colocado en tubos
eppendorf en solucion de lisis Tris-HCI con inhibidor de proteasas para homogenizar,
centrifugar y cuantificar proteinas a 280nm, con un nanodrop (Fisher Scientific, USA).
Se separaron las proteinas utilizando una camara de electroforesis (Fisher Scientific,

USA). Y se utilizo Precision Plus Protein como marcador de peso molecular. Después
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de la transferencia de proteinas a la membrana en el Trans-Blot, (Fisher Scientific,
USA), se emplearon anticuerpos primarios para la proteina TNNI3K, Troponina | y
desmina (todos de Santa Cruz Biotechnology) seguido de una cuantificacion por
guimioluminiscencia, empleando actina como control de carga. Los promedios de las
densidades Opticas obtenidas para la expresion de cada proteina se reportaron como

porcentaje del control que fue el 100% de la expresioén +* la desviacion estandar.

8.7 Andlisis Estadistico

Para evaluar la normalidad de las mediciones de peso, la talla (con el eje coronilla-
rabadilla), glucosa en sangre, parametros 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 consider6 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 considero significativa para todas las pruebas.

9. RESULTADOS

9.1 Induccion de hiperglucemia

Al finalizar los 10 dias de incubacion, 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 dia 10, mientras que los embriones NT mantuvieron

un concentracion de glucosa media de 198 mmol/dL (Fig. 1A).
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Figura 1. Maduracién retrasada de embriones HG en comparacién con embriones NT. (A) Monitoreo de los niveles de glucosa en
sangre después de inyecciones diarias de solucién salina de 30 mmol/L con glucosa en el grupo HG e inyecciones diarias de
solucion salina sin glucosa en el grupo NT. (B) Embrion NT incubado durante 10 (n = 32). (C) Embrién de HG incubados durante
10 dias, que muestran un retraso en la maduracion Observe el retraso en la maduracién de las extremidades (punta de flecha),
flecha, retraso en la maduracion del parpado (flecha); y defectos en las falanges de las piernas (asterisco) en comparacion 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, asi como un retraso general en el crecimiento y un proceso alentado de
maduracién, en comparacion con los embriones del grupo NT. Al transcurrir los 10 dias
los embriones NT alcanzaron la etapa 36HH, mientras que los embriones HG
presentaron caracteristicas morfolégicas similares a la etapa +33HH. Ademas, los
embriones HG exhibieron retraso en la maduraciéon de las extremidades y los
parpados, asi como defectos en las falanges de las extremidades inferiores (Fig. 1B y

1C).

El peso corporal (Grafica 1A) y la talla (Grafica 1B) aumentaron exponencialmente en
ambos grupos durante el desarrollo embrionario, pero el peso corporal promedio de
los embriones HG del dia 10 se redujo en un 34% en comparacion con los embriones
NT del dia 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 comparacion 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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Gréfica 1. La hiperglucemia retrasa el crecimiento embrionario. (A) El peso corporal promedio de embriones HG vs NT despues
de 10 de incubacién. (B) El tamafio corporal medio de los embriones HG vs NT despues de 10 dias de incubacion. Los graficos
representan media + DE de n = 23 HG y n = 25 embriones NT. (*) p < 0.05.

9.3 Analisis morfométricos e histolégicos del coraz6n embrionario.

El analisis morfométrico de los embriones del dia 10 revel6 que todo el corazén era
mas pequefio en los embriones HG (p=0.023) (Figura 2B y D) que en los embriones
NT (Figura 2 Ay C). Las secciones transversales del corazén (Figura 2 F,G) también
revelaron una ligera disminucién en el diametro ventricular entre los embriones del
grupo HG (p=0.038) (Figura 2F) en comparacion con los embriones del grupo NT,
(Figura 2E) ademas de una pequeiia reduccion en la circunferencia cardiaca, aunque

no estadisticamente significativa (Figura 2H).
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Figura 2. Retraso en el desarrollo del corazén en los embriones HG en comparacion con los embriones del grupo NT. (A)
Corazones NT en etapa 32HH, (B) Corazén HG en etapa 32HH, (C) Corazén NT en etapa 36HH y (D) Corazén HG en etapa
36HH (todos con un aumento de 25x). Barra de escala = 1 mm. (E,F) Cortes transversales representativos tefiidos con
hematoxilina y eosina. (E) Corazén NT en estadio 36HH. (F) Coraz6n embrionario HG en el estadio 36HH. La barra de escala
representa 1 mm. (G) Diametro 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, VS =
Pared Interventricular, LVW = Pared Ventricular lzquierda.
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Ademas, el tamafio de la pared de miocardio fue significativamente menor en el grupo
HG que en el grupo NT en el estadio 36HH, con una reduccion del 40% en el espesor
de la pared del ventriculo izquierdo (p=0.0002), una reduccion del 35% en el espesor
de la pared del ventriculo derecho (p=0.0008) y una reduccion del 38% en el espesor

del tabique interventricular (p=0.0006) (Figura 3C-I).
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Figura 3. Cambios en el grosor de las paredes ventriculares de cortes transversales de corazones de embriones de Gallus gallus
tefiidos con HE incubados por 10 dias (evidenciando anomalias morfométricas). (A) PVI de embrion NT. (B) PVI de embrion HG.
(C) Promedio del grosor de la PVI de embriones HG y NT. (D) PVD de embrién NT. (E) PVD de embrién HG. (F) Promedio del
grosor de la PVD de embriones HG y NT. (G) TIV de embrién NT. (H) TIV de embrién HG. (I) Promedio del grosor del TIV de los
embriones HG y NT. Todas las imagenes fueron tomadas con un aumento total de x 40 (barra de escala = 50 ym). (**) p < 0,01,
(****) p < 0,0001.
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Ademas de los retrasos en la maduracién y en la morfologia macroscoépica de los
corazones del grupo HG también mostraron una reduccion del 34% vy 32% en el
namero de miocitos por campo microscopico en las paredes de los ventriculos derecho
e izquierdo respectivamente (p = 0,006) y una reduccién del 19% en el tabique
interventricular (p = 0,004), como se muestra en la grafica 2, para esto se procedio a
a realizar conteos de nucleos de miocitos en las 3 zonas de estudio (PVI, PVIy TIV)

en micrografias en un aumento de 60x.
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Gréfica 2. Promedio del nimero de miocitos por area los corazones HG y NT (60x). (A) Pared del ventriculo
izquierdo. (B) Pared del ventriculo derecho. (C) Tabique interventricular. (**) p < 0,01.

Mediante el analisis de microscopia electronica de barrido se busco observar la
organizacion del miocardio de las paredes ventriculares de ambos grupos, se
realizaron disecciones de corazones disecados longitudinalmente y se reveldé un
retraso en el desarrollo y engrosamiento de las paredes ventriculares en el grupo HG
(Figura 4). Ademés, se observo un retraso en la delaminacién y compactacion de las
trabéculas en los corazones HG en comparacion con los corazones NT, lo que sugiere
gue el retraso en la formacion de los componentes estructurales del corazon condujo

a un menor nivel de compactacion en las paredes ventriculares y a una pared
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interventricular méas delgada, persistiendo el retraso en la formacion de las estructuras

gue forman el corazon, ademas de encontrar notorias afecciones en el tabique

interventricular de los embriones HG.

Figura 4. Micrografias electrénicas de barrido de secciones longitudinales del corazén embrionario de Gallus en el estadio 36HH
qgue muestran retraso en la delaminacién y compactacion de las trabéculas en condiciones de hiperglucemia. (A) Corazén NT
(x50), (B) Corazén HG (x50), (C) Coraz6n NT (x100) y (D) Corazén HG (x100). La flecha indica el grosor normal de las paredes
cardiacas en embriones NT, la cabeza de flecha indica el grosor disminuido de las paredes ventriculares de embriones HG.
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9.4 Inmunodeteccion de biomarcadores de dafio miocardico

Para investigar el efecto de la hiperglucemia sobre los marcadores de dafo
miocardico, comparamos la expresion de TNNI3K, una cinasa de la cascada de
sefalizacion MAPK implicada en las miocardiopatias, entre los grupos NT y HG
mediante inmunofluorescencia. Después de la exposicion a la hiperglucemia, la
expresion de TNNI3K aument6 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 comparacion con los tejidos

correspondientes del grupo NT.

Ademas, lainmunodeteccion revel6 proteinas sarcomeéricas atipicamente dispersas en
el citoplasma en lugar de la forma fibrilar habitual (Figura 5A, B). De manera similar, la
troponina I, compafiera de unién 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 comparacién con
los tejidos correspondientes de embriones NT (Figura 5F). Nuevamente, esta proteina
no se detecto en el patrdn fibrilar lineal clasico sino mas bien en los puntos distribuidos
en los cardiomiocitos del grupo HG. Por el contrario, la expresion de desmina se redujo
en un 23% en la pared del ventriculo izquierdo del corazon HG en comparacion con el

corazon NT (p = 0.003) (Figura 5G-I).
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Figura 5. Expresion alterada de proteinas sarcoméricas en cortes representativos de corazones de ambos grupos. (A) Corte de
la PVI inmunotefiida para TNNI3K en un embrién NT. (B) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para TNNI3K en un embrién
HG. (C) Grafica 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 inmunotefiido para troponina | en un embrién NT. (E)
Corte transversal de la PVI inmunotefiido para troponina | en un embrién HG. (F) Gréfica que representa la intensidad media de
fluorescencia de troponina | en los embriones HG y NT (rojo = troponina, blanco = marcador nuclear). (G) Corte transversal de la
PVI inmunotefiido para desmina en embrién NT. (H) Corte transversal PVI inmunotefiida para desmina en embrién HG. (I) Gréfica
gue representa la intensidad media de fluorescencia de desmina (verde = desmina, blanco = marcador nuclear). Todas las
imagenes se adquirieron con un aumento de x40 (n =9 corazones HG y n = 10 corazones NT). Barra de escala = 20 ym, (*) p <
0.05.

Para respaldar los resultados de las inmunofluorescencias se evalué por medio de
western blot la expresiéon de las proteinas sarcoméricas y revelaron cambios
cualitativamente similares, ya que la densidad de la banda TNNI3K aumenté en un 62

% (p = 0.003) y la densidad de troponina | aument6 en un 54 % (p = 0.004) en los
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corazones cardiacos de los embriones del grupo HG en comparacion con los del grupo

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

(Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de la expresion alterada de las 3 proteinas sarcoméricas por medio de western blot en corazones de
embriones de Gallus gallus. (A) Western blots representativos de proteinas sarcoméricas. (B) Densitometria de proteinas
sarcoméricas. Se utilizé a-actina como control de carga de gel. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01. Observe como las proteinas en los
grupos HG se desregularon.

9.5 Evaluacion de proteinas de unién celular

La comunicacion entre células es esencial para la cardiogénesis, la adecuada
distribucion espaciotemporal de la excitacion, contraccion y la transmision de sefales,
entre otras funciones bioldgicas. La comunicacion intercelular esta mediada por un
grupo de proteinas de uniones; ocluyentes, adherentes y comunicantes entre los
cardiomiocitos, las deficiencias o aumentos de estas proteinas pueden conducir al
desarrollo de miocardiopatias congénitas, arritmogénesis, isquemia miocardica,

hipertension arterial y remodelacién anormal del miocardio (Suarez, 2006).
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Para analizar los cambios en las uniones ocluyentes bajo hiperglucemia, medimos los
niveles de expresion de ZO-1 y claudina-1 mediante inmunodeteccion confocal. La
expresion de ZO-1 se redujo en un 66% en el tabique interventricular (Figura 7A-C) del
corazon HG en comparacion con el corazén NT, mientras que la expresion 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 andlisis de inmunodeteccién de las proteinas de uniones
adherentes revelaron que para el caso de (3-catenina hubo reducciones del 41 % en la
pared del ventriculo izquierdo, del 38 % en el tabique interventricular y del 45 % en la
pared del ventriculo derecho de los corazones de los embriones HG (Figura 7G-l),
mientras que la inmunoexpresion de N-cadherina se redujo en un 71 % en la pared del
ventriculo izquierdo, un 74 % en el tabique interventricular y un 81 % en la pared del
ventriculo derecho (Figura 7J-L). Por el contrario, no hubo diferencias significativas en

la expresion de uniones comunicantes (Figura 7M-0O).

51



Ricardo Jaime-Cruz

[ 204
|C
| £ NT
s - HG
£
8
§
8
g
o
2
e
\ & N &
F Claudin1
5000
z NT
s - W HG
s - - e
i s
§
:
g 20
2
§
2 o
&
LAY
I B-Catetin
80007
2 NT
g
i 00 W HG
: 1]
5 o I
i ¢ N
ER *
§
H
2 o
S
L N-Chadherine
0
: ¢ .
£ I T W HG
E 400
2
3
£ m
e *k *%k
-
i
&
R
O Cx-43
2 M HG
H
g W &
- T
8
H
@
5
2
c
3
-
&
§FF

Figura 7. Imagenes representativas de los niveles de expresion de proteinas de uniones celulares en el tejido miocéardico de los embriones
del grupo NT y HG. (A) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para ZO-1 (unién ocluyente) en embrién NT. (B) Corte transversal de la
PVI inmunotefiida para ZO-1 en embrion HG. (C) Grafica 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 inmunotefiidas para claudina-1 (unién ocluyente) en un
embrion NT. (E) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para claudina-1 en un embrion HG. (F) Gréafica 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 inmunotefida para (-catenina (unién adherente) en un embrion NT. (H) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para B-catenina
en un embrién HG. () Gréfica que representa la intensidad media de fluorescencia de B-catenina en los embriones HG y NT (rojo = B-
catenina, blanco = marcador nuclear). (J) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para N-cadherina (unién adherente) en un embrién
NT. (K) Corte transversal de la PVI inmunotefiida para N-cadherina en un embrién HG. (L) Grafica 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
inmunotefiida para la proteina Cx-43 (unién comunicante) en un embrién NT. (N Corte transversal de la PVI inmunotefiida para Cx-43 en
un embrién HG. (O) Gréfica que represemta la intensidad media de fluorescencia de Cx-43 en los embriones HG y NT (verde = Cx43, rojo
= marcador nuclear). Todas las imagenes se adquirieron con un aumento de x40 (n =9 HG y n = 10 corazones NT), barra de escala = 20
pm. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (****) p < 0,0001.
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Posteriormente procedimos analizar los posibles cambios en la expresion 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 inmunodetecciéon revel6 una disminucion del 14% (P=0.004) en la pared del
ventriculo izquierdo y una disminucion del 11% (P=0.003) en la pared del ventriculo
derecho de los embriones HG en comparacion con los embriones NT, mientras que no

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

W HG
NT

Mean fluorescence intensity

P2,
<,

Figura 8. Inmunodeteccién en cortes histolégicos transversales del transportador de glucosa fetal GLUT1. (A) Imagen
representativa de la pared del ventriculo izquierdo en un embrién NT. (B) Imagen representativa de la pared ventricular izquierda
en un embrién HG (ambos x40; 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 Evaluacién de la proliferacién celular

Ki-67 es una proteina nuclear asociada con la proliferacion celular. Durante la
interfase, Ki-67 se detecta exclusivamente dentro del nucleo celular, mientras que en

la mitosis se traslada principalmente a las superficies de los cromosomas (Bullwinkel
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et al. 2006). En condiciones normales, el desarrollo cardiaco embrionario se
caracteriza por altas tasas de proliferaciéon celular. Debido las remodelaciones
andmalas y la menor densidad de cardiomiocitos del tejido cardiaco del grupo HG,

examinamos la expresion de Ki-67 como un indice de la tasa de proliferacion.

De acuerdo con las inmunofluorescencias de los corazones y la menor densidad
celular observada, los tejidos cardiacos de los embriones HG mostraron una reducciéon
del 19% en los nucleos positivos para Ki-67 dentro de la PVI y una reduccion del 16 %
en la PVD, mientras que no hubo diferencia en el tabique interventricular entre los

grupos NT y HG (Figura 9)
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Figura 9. Proliferacion de cardiomiocitos fetales, inmunotefiidos para Ki-67, en cortes histolégicos transversales de corazones de
embriones de NT y HG incubados durante 10 dias. (A) Nucleos de embriones NT. (B) Sefial Ki-67 de un embrién NT. (C)
Colocalizacién de nucleos positivos para Ki-67 en embriones NT. (D) Nacleos de embriones HG. (E) Sefial Ki-67 de embriones

HG. (F) Colocalizacién de nucleos positivos para Ki-67 en embriones HG. (G) Numero de células positivas para Ki-67 (fotos a
x40; rojo = marcador nuclear, azul = Ki67 y rosa = merge, marcado con flechas amarillas) Barra de escala = 20 um, (*) p < 0.05.
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Las miocardiopatias y en particular la miocardiopatia diabética se caracteriza en sus
primeras etapas por alteraciones de la relajacion diastolica, esto por el desarreglo de

las fibras de miocardio en los ventriculos y posteriormente por insuficiencia cardiaca.
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Los factores fisiopatoldgicos de la que impulsan el desarrollo de la miocardiopatia
incluyen anomalias provocados por estrés oxidante, inflamacion y ademas de fibrosis
intersticial del tejido cardiaco, la rigidez -cardiaca/disfuncion diastolica v,
posteriormente, la disfuncion sistdlica (Jia et al. 2018). Por los que por medio de la
tincion histoldgica de Sirius Red buscamos evaluar la presencia fibrogénesis por medio
de depdsitos andbmalos de colageno en las tres areas de estudio de ambos grupos. Sin
embargo, como lo muestra la Figura 10 no encontramos cambios significativos en
ningun éarea, es destacable mencionar que la tincion permiti6 observar que la
organizacion del miocardio es escasa sin formar fibras clasicas y presenta poca

compactacion del tabique interventricular en los corazones HG.

Figura 10. Tinciones histolégicas de cortes transversales de corazones tefiidos con Sirius Red observadas a 40x. (A) Pared
ventricular izquierda corazén NT. (B) Pared ventricular derecha corazén NT (C) Tabique interventricular de corazén NT. (D) Pared

ventricular izquierda corazén HG. (E) Pared ventricular derecha corazén HG. (F) Tabique interventricular de corazén HG. (Barra
de escala= 200 pym, fotos a x40). No se encontré ningin cambio aparente.
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10.DISCUSION

El nimero de mujeres diabéticas en edad reproductiva continla aumentando en todo
el mundo, lo que lleva a un aumento paralelo en el numero de fetos y neonatos con
defectos cardiacos congénitos (Liu et al. 2019). Tanto la evidencia clinica como
experimental sugiere que los niveles elevados de glucosa durante el embarazo pueden
causar muerte embrionaria o fetal, asi como enfermedades congénitas que conducen
a la muerte prenatal (Helle et al. 2020). Ademas, cada vez hay mas pruebas de que la
DM materna puede aumentar los riesgos de enfermedades cardiovasculares y
metabdlicas en la edad adulta como consecuencia directa del entorno intrauterino
hiperglucémico (Dervisoglu et al. 2018). Una proporcion 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 corazén 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, asi como
miocardiopatias fetales y neonatales, para asi obtener nueva informacién 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 maduracion
estructural cardiaca en el modelo de embrién de Gallus gallus fueron similares a la
diabetes gestacional en modelos de roedores y humanos. Otro punto importante es
gue a diferencia de lo que clasicamente ocurre, no observamos macrosomia, esto
pudiera ser debido a factores como la nutricion materna y la disposicién de oxigeno
para el desarrollo embriofetal, asi como los factores de crecimiento de origen materno

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

A pesar de lo anterior y las crecientes estadisticas mundiales, los mecanismos
moleculares subyacentes siguen siendo en gran medida desconocidos. Presentamos
evidencia de que la hiperglucemia embrionaria podria inducir microsomia y retrasos
en el desarrollo cardiaco, independientemente del estado de glucosa materna,
posiblemente al inducir la sobreexpresion de TNNI3K, estudios previos en ratones
transgénicos han demostrado que la sobreexpresion de TNNI3K reduce la longitud del
sarcoémero, lo que lleva a miocardiopatias progresivas e insuficiencia cardiaca (Salazar

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

10.1 Importancia del modelo de hiperglucemia de embriones de pollo

La investigacion experimental con embriones humanos esta limitada por
consideraciones éticas, mientras que los modelos murinos no hacen posible el analisis
de la hiperglucemia fetal independientemente de la hiperglucemia materna. Como

alternativa, el embrion de pollo permite un control preciso de la glucosa fetal y la
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recoleccion a gran escala de tejido cardiaco para andlisis moleculares. Ademas, los
resultados presentados son concordantes con investigaciones clinicas vy
epidemiologicas en humanos, asi como estudios experimentales en mamiferos. La
hiperglucemia provocé un retraso en el desarrollo tanto del embrién en su conjunto
como del corazén en comparacion con los controles (Figura 1 y Gréfica 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 microsomia (Duran
et al. 2014; Elizabeth et al. 2018; Jean-Baptiste et al. 2020; Tam et al. 2017). Ademas,
investigaciones recientes han sugerido que la hiperglucemia en el Gtero puede afectar
las funciones sistélica y diastolica, provocando insuficiencia cardiaca (Basu et al.
2018). En ratas, se ha informado previamente de microsomia y fetal embrionaria
después de una hiperglucemia causada por diabetes gestacional inducida por la
administracion de estreptozotocina en el dia 5 de gestacion (Salazar et al. 2015). Por
tanto, el embrién de Gallus gallus parece ser un modelo preclinico adecuado para
estudiar las bases moleculares de los defectos cardiacos congénitos debidos a la

hiperglucemia embrionaria.

10.2 Efectos de la hiperglucemia sobre la morfologia e histologia cardiacas.

Un retraso en la maduracion morfologica y funcional del corazén puede provocar una
remodelacion 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 contraccién. El retraso o la falla de la delaminacion y
compactacion trabecular se asocia con déficits de contraccion y arritmias (Icardo et al,
1987). Se evidenci6 que el tamafio del corazén se redujo por la hiperglucemia (Figura
2), mientras que la delaminacion trabecular se retrasé y la compactaciéon del miocardio
fue menor (Figura 5 y Figura 6), lo que indica que los efectos de la hiperglucemia en
la morfologia del corazéon (Figura 2 y Figura 3) pueden tener repercusiones

perjudiciales a nivel molecular y funcional.

La organizacién adecuada de las miofibrillas es fundamental para una contraccién
miocardica Optima. Estudios experimentales han encontrado diferencias en las
caracteristicas histologicas del corazén en E18 entre las crias de ratones hembra
diabéticos en comparacion con los controles (Dowling et al. 2014). De acuerdo con
nuestros hallazgos, encontramos que la cantidad de ndcleos de miocitos en las
paredes ventriculares se redujo notablemente en los corazones del grupo HG (Grafica
2) esto respaldado, por la cantidad de nucleos inmunopositivos para el marcador
mitotico Ki-67, que se redujo sustancialmente (Figura 9). Por lo tanto, llegamos a la
conclusiéon de que la hiperglucemia disminuy6 el tamafio ventricular en parte al reducir

la tasa de proliferacion de cardiomiocitos.

TNNI3K es una quinasa MAPK especifica del corazén que regula la contraccion del
miocardio uniéndose y fosforilando la troponina | cardiaca (Wang et al 2015; Wang et
al. 2013; Wang y Yang, 2015). La expresion excesiva de TNNI3K esta fuertemente

implicada en la progresiéon de las miocardiopatias (Wang et al. 2015; Tang et al. 2013).
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Ademas, un estudio previo in vivo inform6 miocardiopatia e insuficiencia cardiaca en
ratones transgénicos que sobre expresaban TNNI3K (Wang et al. 2013).
Posteriormente, otra investigacion informo que, ademas de la miocardiopatia, los
ratones transgénicos que sobre expresan TNNI3K tienen niveles plasméticos elevados
de troponina | y un mayor namero de ataques cardiacos (Vagnozzi et al. 2013).
Ademas, demostraron que una mayor expresion de TNNI3K reducia la longitud del
sarcomero y promovia cambios en la composicién de la proteina titina, lo que indica
remodelacion cardiaca. También encontraron que TNNI3K estaba ubicado en los
discos intercalares y del sarcomero. De acuerdo con los informes mencionados
anteriormente, este estudio enfatiza la relacion entre el aumento de la expresiéon de
TNNI3K y las miocardiopatias debido a la expresion de TNNI3K fue significativamente
elevada en embriones del grupo HG (Figura 5) y exhibié anomalias tanto en la
morfologia macroscépica del corazon como en la estructura histolégica (Figura 3y 4).
Ademas, la sobreexpresion de TNNI3K se asocio con una expresion alterada de otras
proteinas sarcomericas, la troponina | y desmina, como lo demuestran los analisis de

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

dafio miocardico

Los cardiomiocitos contienen conjuntos lineales de sarcomeros alineados en paralelo
con el eje longitudinal de la célula, la alteracion de esta conformacién estructural se
asocia con hipertrofia cardiaca (Landstrom et al. 2012). También hay evidencia de que
la remodelacion anormal del corazén posnatal es causada por la activacion de
cascadas de proteina cinasa que convergen en MAPK, lo que resulta en la fosforilacion
de varios factores de crecimiento y diferenciacion celular. Se sabe que la
sobreexpresion de TNNI3K acelera la disfuncién cardiaca en ratones al inducir la
remodelacion cardiaca a nivel molecular, incluida una reduccion en la longitud del

sarcomero y cambios en la composiciéon de la isoforma de titina (Tang et al. 2013).

La troponina | promueve el acoplamiento actina-miosina durante la contraccion
cardiaca, y se ha detectado una mayor sensibilidad a la troponina | después de una
lesion o infarto de miocardio (Sundstrém et al. 2009). La troponina | y TNNI3K se
colocalizan en el sarcomero de las células cardiacas y actian como efectores en el
acoplamiento de miosina y actina durante la contraccién (Tang et al. 2013). La
sobreexpresion de estas proteinas se considera un indicador de dafio miocardico y un
predictor de infarto (Vagnozzi et al. 2009; Pham et al. 2021). Asimismo, se ha
informado una expresion elevada de troponina | en tejido de autopsia de humanos

adultos con diabetes y deficiencia en la funcion cardiaca.
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Ademas, la troponina | se asocié con una remodelacién cardiaca anormal en un
modelo de miocardiopatia en ratas (Shah et al. 2017; Goldfarb et al. 2009), lo que nos
permitio especular que la expresion elevada de troponina I, una proteina especifica del
corazon, también podria estar elevada en la circulacién sanguinea. Con base en estos
informes, especulamos que los niveles elevados de expresion de TNNI3K (Figura 6A-
C) y troponina | en el grupo HG (Figura 8) observados en este estudio pueden ser
indicativos de dafio miocardico y una consiguiente reducciéon de la fuerza contractil.
Para respaldar aun mas esta hipétesis, en este estudio, los niveles de expresion de
TNNI3K y troponina | aumentaron y se dispusieron en un patrén puntiforme en
corazones hiperglucémicos en lugar del estilo clasico 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 contractil, los DI, el nucleo y otros organulos celulares, y la
subexpresion se ha implicado en anomalias mecéanicas y estructurales del
citoesqueleto que subyacen a los déficits de contraccidn; la subexpresién también se
asocia con la propagacion anormal de sefales eléctricas entre las células del musculo
cardiaco (Goldfarb et al. 2009). Encontramos que la desmina se expresaba en un
patrén difuso después de la hiperglucemia (Figura 5) y era indetectable en los discos
intercalares, en contraste con algunas muestras del grupo NT. Ademas, la expresién
general se redujo significativamente en el grupo HG en comparacién 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 miocardiopatias. Los fenotipos clinicos asociados
con las mutaciones del DES son heterogéneos y algunas de estas mutaciones son
dafiinas. Investigaciones clinicas y experimentales han informado que mutaciones en
el gen DES, como p.A120D, una variante de desmina, causan una formacion
defectuosa de filamentos intermedios en los cardiomiocitos ventriculares, lo que

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

Esto también esta respaldado por estudios en embriones de pez cebra, donde la
eliminacion de la desmina condujo a la formacion de mduasculos cardiacos
desorganizados, biomecanica cardiaca defectuosa y trastornos en la sefalizacion de
Ca?* (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 comunicacién entre células es esencial para la embriogénesis cardiaca normal, la
transmision de impulsos eléctricos, la sincronizacion de la actividad contractil del
miocardio y la transmision de sefiales reflejas vasculares, entre otras funciones
biolégicas (Sorgen et al. 2018). Por tanto, la interrupcion de la comunicacion entre los
cardiomiocitos, ya sea por mutaciones genéticas o por condiciones adquiridas, puede
provocar una patologia cardiaca. Tanto las investigaciones clinicas como los estudios
experimentales en modelos murinos y porcinos han informado que los niveles
anormales de expresion de las proteinas de union responsables de la comunicacion
entre células conducen al desarrollo de miocardiopatias, arritmogénesis, isquemia

miocardica, hipertensioén arterial y remodelacién anormal del miocardio (Suarez et al.

64



Ricardo Jaime-Cruz

2006). De hecho, estas proteinas se consideran ampliamente objetivos terapéuticos

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

En nuestro modelo la formacion de discos intercalares se realiz6 de manera incompleta
durante el desarrollo embriofetal del corazén; por lo tanto, las proteinas que son
componentes de las uniones celulares se encontraron predominantemente en el
citoplasma. Por ejemplo, la expresion anormal de componentes proteicos que forman
uniones estrechas o0 uniones oclusivas se ha asociado con arritmias tanto en pacientes
humanos como en modelos animales (Lisewski et al. 2008). Ademas, se ha
demostrado que la principal proteina de union oclusiva ZO-1 se une a multiples
proteinas del disco intercalar, como conexinas, cateninas y cadherinas (Zhang et al.

2020).

Los embriones HG demostraron una reduccion sustancial en la expresion de ZO-1
dentro del TIV (Figura 7A-C), concomitante con las anomalias morfologicas e
histol6gicas antes mencionadas, de acuerdo con investigaciones que han reportado la
pérdida de ZO-1 en los cardiomiocitos afecta la funcion cardiaca en ratones. (Dai et al.
2020). Las claudinas también son proteinas de unién esenciales, ya que la pérdida se
asocia con un desarrollo morfolégico anormal, remodelacién y disfuncion miocardica
(Simard et al. 2006; Meng et al. 2009). Encontramos que la expresion 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 anomalias morfologicas observadas. Ademas,
un acoplamiento reducido entre células podria predisponer a mayores defectos

funcionales a largo plazo.
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Las uniones adherentes (AJ) estan compuestas de proteinas que forman asociaciones
indirectas con filamentos de actina y microtubulos del citoesqueleto (Meng et al. 2009).
Las deficiencias 0 aumentos en la expresion de estas proteinas pueden conducir al
desarrollo de miocardiopatias congénitas, arritmogénesis, isquemia miocardica,
hipertension arterial y remodelado anormal del miocardio (Li et al. 2012). En el corazon,
las AJ son responsables del acoplamiento mecanico de los cardiomiocitos y estan
estrechamente asociadas con las placas de unién en los discos intercalares (Gutstein

et al. 2003).

La funcion mecénica correcta del musculo cardiaco 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 region 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 resulté en
letalidad embrionaria en la mitad de la gestacién, acompafiada de multiples anomalias
embrionarias, incluidos defectos cardiovasculares (Kostetskii et al. 2005) lo que
destaca la importancia de la N-cadherina para el desarrollo y la funcién optima del
corazon. Por lo tanto, los niveles reducidos de expresion de N-cadherina y (3-catenina,
otra proteina AJ, en la PVD, PVI y el TIV (Figura 7) probablemente también

contribuyeron a las anomalias morfolégicas observadas.

Finalmente, las wuniones comunicantes son conjuntos de canales i6nicos
transmembrana que permiten el paso de iones para el acoplamiento eléctrico, asi

como de pequefias moléculas para el acoplamiento metabdlico de cardiomiocitos
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adyacentes. Estas estructuras estan formadas por conexinas (Cx), siendo la isoforma
43 (Cx43) la mas abundante en el tejido cardiaco embrionario y adulto (Lucero et al.
2020). Las conexinas también forman hemicanales, lo que permite el intercambio de
lones y pequefos metabolitos de bajo peso molecular entre el citoplasma y el entorno
extracelular, lo cual es crucial para la comunicacién entre cardiomiocitos mas distantes
(Nielsen, et al 2012). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la
expresion entre embriones hiperglucémicos y normoglucémicos (Figura 7M-0),
posiblemente debido a que, durante el periodo de estudio, el acoplamiento intercelular

a través de uniones comunicantes no esta completamente desarrollado.

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

el corazon

El corazdén de los mamiferos estd adaptado para utilizar multiples sustratos para
obtener energia. EI combustible predominante son los acidos grasos, seguidos de la
glucosa, que representa alrededor del 25% de la produccién de ATP en el miocardio.
En el corazon, los transportadores de glucosa mas abundantes son GLUT1 y GLUT4
(Solano, et al. 2019). GLUT1 se localiza principalmente en la membrana plasméatica y
es responsable de la captacion de glucosa cardiaca basal, mientras que GLUT4 esta
presente principalmente en vesiculas intracelulares en reposo, pero se transloca a la
membrana plasmatica en respuesta a la estimulacion 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 expresion es constitutiva. No obstante, el nivel de expresion
esta regulado por multiples estimulos fisiol6gicos y patoldgicos. Por ejemplo, la hipoxia
promueve un aumento en la expresion de GLUTL, la tasa de apoptosis de los
cardiomiocitos ventriculares es mas elevada en pacientes diabéticos adultos (Wang et
al. 2016), posiblemente debido a un transporte insuficiente de glucosa a través de
GLUT1 y GLUTA4. Esto requiere la produccion de energia alternativa mediante la beta
oxidacion de &cidos grasos libres y da como resultado una sintesis reducida de

piruvato (Joyner y Smoak, 2004).

En nuestro modelo la expresion de GLUTL1 se redujo en ambas paredes del corazén
embrionario hiperglucémico (Figura 8), lo que, como se informé anteriormente,
paradojicamente podria reducir la disponibilidad de glucosa e impedir el desarrollo
(Hufnagel et al. 2022; Joyner et al. 2004). En nuestro modelo, tanto la compactacién
como el engrosamiento de las paredes ventriculares se retrasaron, potencialmente
debido a una tasa de proliferacién reducida en las paredes ventriculares, como lo
demuestra la tincion con Ki-67 (Figura 9). A medio y largo plazo, estas deficiencias
podrian inducir malformaciones o remodelaciones anomalas y déficits funcionales en

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

Toda la informacion antes mencionada resalta la importancia de como la
hiperglucemia, como en el caso de la diabetes gestacional, donde la glucosa puede
atravesar la placenta libremente, resulta en la exposicion del feto a altos niveles de
glucosa, generando asi multiples complicaciones en el desarrollo embrio-fetal; como

defectos en la formacion de los sistemas nervioso y circulatorio.

68



Ricardo Jaime-Cruz

Por lo tanto, estos cambios podrian aumentar la susceptibilidad de la descendencia a
desarrollar enfermedades cardiometabdlicas mas 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 sefales
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 patolégicos en torno a las

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

La hiperglucemia retraso el desarrollo de los corazones fetales y alterd la organizacion
normal de los elementos celulares y moleculares. Ademas, la hiperglucemia redujo la
proliferacion de cardiomiocitos. Estas anomalias se asociaron con niveles elevados de
expresion de las proteinas sarcoméricas TNNI3K y troponina I, asi como con la
regulacion disminuida de mdltiples proteinas de unién celular, lo que sugiere que las
anomalias observadas en la morfologia macroscopica vienen acompafiadas con
posibles fallas en el acoplamiento mecanico celuar, electrofisiologico y metabdlico
entre los miocardiocitos Ademas, el corazdn hiperglucémico exhibié una regulacion
negativa del principal transportador de glucosa fetal, GLUT1, lo que nos permitiria intuir
paraddjicamente habria un déficit dentro de las células en el metabolismo de la
glucosa. Ademas los hallazgos resaltan la utilidad del embrion de Gallus gallus como
modelo para investigar la patogénesis de defectos cardiacos congénitos debidos a la
hiperglucemia gestacional, asi como los riesgos asociados con un control deficiente

de la glucosa durante el embarazo.

12. PERSPECTIVAS

Pretenderemos evaluar la expresion 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 podria guardar con los cambios en los
transportadores de glucosa en el corazén embrionario y proteinas estructurales y de

comunicacion intercelular en el miocardio.
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14. ANEXOS

14.1 Paraformaldehido

Preparacion. Para 100 ml.

a) Calentar 60-70 ml de agua a 60 ° C en un matraz con un agitador magnético.
b) Anadir 4 g de paraformaldehido.

c) Afadir dos o tres gotas de hidroxido sédico 10 N.

d) Esperar a que la solucién se vuelva transparente.

e) Filtrar.

f) Afadir 25 ml de tampon fosfato 0.4 M, pH 7.4

g) Enrasar con agua destilada hasta 100 ml.

h) Enfriar a 4-10 °C antes de usar.

14.2 Tincién Hematoxilina-Eosina
a) Des-parafinado. Los tejidos se colocaron en estufa para histologia 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 cl/u.
b) Hidratacion. 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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Tincibn Hematoxilina. Los tejidos fueron bafiados por 3 minutos con
Hematoxilina de Harris, el exceso de colorante fue lavado con agua destilada
por 3 minutos. Se pasaron en un cambio rapido en solucion de alcohol al 70%
con 5 gotas de HCI, después con agua amoniacal (1:1000) por 3 minutos.

Tincidbn Eosina. A fin de contrastar el ndcleo celular los tejidos fueron
sumergidos por 1 minuto en Eosina. Posteriormente los cortes fueron
deshidratados rapidamente con de alcohol al 96% y dos mas de alcohol 100%.
Montaje. Los tejidos se pasan por Xileno e inmediatamente fueron montados en

resina Entellan New®.

14.3 Tincién Sirius Red

a)

b)

f)
9)
h)

Desparafinar tejidos

Hidratacion de tejidos xilol, posteriormente pasar por alcohol 100% hasta
alcohol 70% para llegar a agua destilada.

Poner en hematoxilina durante 8 minutos

Enjuagar y dejar en agua durante 10 minutos.

Poner en Direct Red 80 por una hora

Hacer 2 enjuagues de H20 acidificada

Deshidratar en 3 cambios de alcohol absoluto

Pase a xilol y montar muestras.
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	1.4  Proteínas marcadoras de daño al miocardio.
	▪ 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) ...
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	▪ 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 dis...
	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. ...


	3. JUSTIFICACIÓN
	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 d...
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