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Resumen

La diabetes materna (DM) afecta la proliferacién y diferenciacion neuronales
en el telencéfalo dorsal de los embriones de roedor de 12 y 14 dias de
gestacion (E12 y E14), periodo en el que tiene lugar la formacion de las
capas profundas de la corteza cerebral. Recientemente se describié que la
activacion del receptor a histamina H1 (RH1) aumenta la diferenciacion
neuronal in vitro, y el bloqueo farmacologico in vivo del receptor disminuye la

diferenciacién de neuronas de las capas profundas de la corteza cerebral.

En el neuroepitelio cortical de los embriones E12 de ratas diabéticas
aumenta la expresion del RH1 y en E14 se observa un aumento en el nivel de
la histamina, coincidente con el inicio de la formacién de las capas profundas
y con el pico neurogénico corticales. El tratamiento en E12 con un
antagonista del RH1 previene el aumento en la neurogénesis en los
embriones E14. Lo anterior sugiere que los cambios en los niveles del RH1 y
de la histamina en los embriones de las ratas diabéticas participan en el
incremento de la neurogénesis de las capas profundas de la corteza
cerebral, lo que podrian reflejar cambios en la expresién cortical del RH1 y su

posicion laminar post-natal.

Por lo anterior, el propdsito de este estudio fue determinar el efecto de la
diabetes materna en el nivel de la histamina y en la expresién del RH1 en la

corteza cerebral frontal de los productos en el dia post-natal 0 (PO).

El nivel de histamina no presentdé cambios en el tejido cortical post-natal. La
expresion del RH1, evaluada a nivel del RNAm y de sitios de union de un
radioligando selectivo, aumenté significativamente en la corteza frontal de las
crias de madres diabéticas, y este efecto fue prevenido por el bloqueo
farmacolégico del receptor con el antagonista selectivo clorfeniramina,
administrado durante el periodo de formacion de las capas profundas de la

corteza cerebral.



Con base en los resultados obtenidos se concluye que la diabetes
gestacional resulta en una mayor expresion post-natal del RH1 en la corteza
frontal y que este efecto podria estar relacionado con un aumento en la

neurogénesis de las capas profundas de la corteza cerebral.



Abstract

Maternal diabetes affects neuronal proliferation and differentiation in the
rodent dorsal telencephalon at 12 and 14 embryo days (E12 and E14), period
in which the formation of the cerebral cortical deep layers occurs. It was
recently reported that the histamine H1 receptor (H1R) regulates the
differentiation of deep layer cortical neurons. H1R activation increases
neuronal differentiation in vitro, and in vivo the pharmacological H1R blockade

reduces the differentiation of neurons located in the cortical deep layers.

In the cortical neuroepithelium of diabetic embryos an increase in both H1R
expression and histamine is observed at E12 and E14, respectively. The first
event is related to the beginning of the formation of the cortical deep layers,
while the second coincides with the neurogenic peak during corticogenesis.
The treatment with a Hi1R antagonist prevents the increase in neuronal
differentiation reported in E14 diabetic embryos, suggesting that changes in
RH1 and histamine levels in embryos from diabetic rats are involved in
increased neurogenesis in the cortical deep layers, which may lead to

postnatal changes in cortical expression and the laminar location of H1Rs.

The aim of this work was therefore to determine the effect of maternal
diabetes on histamine levels and H1R expression in the frontal cortex at
postnatal day 0 (PO).

Whereas histamine levels did not change in the cortical tissues, an increase
in HIR mRNA and binding sites was observed in the frontal cortex of pups
from diabetic rats. Both effects were prevented by pharmacological Hi1R
blockade with the selective antagonist chlorpheniramine, administered during
the development of the cortical deep layers. The increase in H1R expression
in the frontal cortex of pups from diabetic rats could be related to augmented

neurogenesis in the cortical deep layers.



1. Introduccion
1.1 La histamina en el sistema nervioso central (SNC)

La histamina (HA) es un neuromodulador que participa en la regulacién de
diferentes procesos fisiologicos como el estado de vigilia, la ingesta de
alimentos y liquidos, el mantenimiento de la temperatura corporal, la
analgesia, la actividad motora, el aprendizaje y la memoria. El efecto de la
HA en el SNC es mediado por la activacion de tres (RH1, RH2 y RH3) de los
cuatro receptores acoplados a proteinas G descritos a la fecha (Haas y
Panula, 2003).

La HA se sintetiza a partir del aminoacido L-histidina por la accion de la
enzima descarboxilasa de histidina (HDC, E.C. 4.1.1.22), utilizando como
cofactor al fosfato de piridoxal (Figura 1). Una vez sintetizada, la HA es
introducida a las vesiculas sinapticas por el transportador vesicular de
monoaminas 2 (VMAT2), y es liberada por el arribo de potenciales de accién.
En el espacio sinaptico la amina es degradada por la enzima

N-metil-transferasa a tele-metil-histamina (EC 2.1.1.8; Haas et al., 2008).
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de la histamina. El amino acido L-histidina
ingresa a las neuronas por accién del transportador de L-aminoacidos, y es
descarboxilado a histamina por la enzima descarboxilasa de L-histidina (HDC). La
HA es vesiculada por el transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT2).
Después de su liberacion la amina es degradada a tele-metil-histamina por la
accion de la enzima N-metil-transferasa. Modificado de Haas y Panula, 2003.
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En los vertebrados las neuronas histaminérgicas se localizan en el nucleo
tuberomamilar (NTM) del hipotalamo basal posterior, desde donde envian
aferencias a practicamente todas las regiones del SNC (Figura 2). Entre las
estructuras que reciben una mayor inervacion estan la neocorteza, la

amigdala, la sustancia negra y el neoestriado (Siegel, 2006).
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Figura 2. El sistema histaminérgico en el cerebro humano y de la rata. Se
muestran las regiones del cerebro del humano (A) y de la rata (B) inervadas por el
nacleo tuberomamilar (circulo rojo en A y asterisco en B). Abreviaturas.
B: CC, corteza cerebral; OB, bulbo olfatorio; Hi, hipocampo; ST, neoestriado; Th,
talamo; SC, coliculo superior; IC, coliculo inferior; Cb, cerebelo; TM, nucleo
tuberomamilar; Hy, hipotadlamo; Pi, hipdfisis; MO, bulbo raquideo; Sp, meédula
espinal. Modificado de Haas y Panula, 2003 (A) y de Wada et al., 1991 (B).

Receptores a histamina

Como se menciond, en el SNC la HA ejerce sus efectos por medio de la

activacién de receptores acoplados a proteinas G (RH+1, RH2 y RH3).
1.1.1 Receptor a histamina H1 (RH1)

El RH1 es una proteina de 486 y de 487 amino acidos (aa) en la rata y en el
humano, respectivamente. Interactiua con proteinas Gag11 que activan a la
fosfolipasa C (PLC), promoviendo la formacion de dos segundos mensajeros,

diacilglicerol (DAG) y 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3). El IP3 promueve la



liberacion de Ca?* de reservorios intracelulares, mientras que el DAG activa a
la cinasa C de proteina, PKC (Haas et al., 2008)

La liberaciéon de Ca?* de los reservorios intracelulares provoca varios efectos
como: 1) apertura de canales idnicos dependientes de Ca?* que promueven
la despolarizacion neuronal; 2) activacion del intercambiador sodio/calcio
(NCX), que también provoca despolarizacion de neuronas como las del
nucleo supradptico; 3) formacion de oxido nitrico (NO); 4) sintesis de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc); y 4) apertura de canales de K* de
conductancia pequefia que promueven hiperpolarizacion en las células
gliales y en las neuronas piramidales del hipocampo, disminuyendo la
excitabilidad y el disparo neuronal. EI RH1 se distribuye ampliamente en el
cerebro de los mamiferos, siendo las regiones relacionadas con el control
neuroendocrino, conductual y nutricional las que presentan una mayor
densidad del receptor como el hipotdlamo, los nucleos aminérgicos y
colinérgicos del tallo cerebral, el talamo y las laminas Il y IV la corteza

cerebral (Haas y Panula, 2003; Molina-Hernandez et al., 2012).
1.1.2 Receptor a histamina H2 (RH2)

El RH2 es una proteina de 358 y de 359 aa en la rata y en el humano,
respectivamente. El receptor esta acoplado a proteinas Gas, por lo que su
activacion aumenta la actividad de las adenilil ciclasas (ACs), que forman
3’-5"-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Este segundo mensajero
estimula a la cinasa A de proteinas (PKA), que activa diversas proteinas,
como CREB (del inglés, cAMP-response element-binding protein), modula
canales cationicos activados por hiperpolarizacion, y reduce las corrientes de
K* activadas por Ca?* responsables del disparo neuronal que sigue a la

hiperpolarizacion en las neuronas piramidales (Haas, 2008; Tabarean, 2016)

De manera semejante al RH1, el RH2 presenta una amplia distribucion en el

cerebro, aunque la mayor densidad del receptor se encuentra en los ganglios



basales, la amigdala, el hipocampo y en las laminas I-lll de la corteza
cerebral (Arrang, et al., 1995; Sadek et al., 2016).

1.1.3 Receptor a histamina Hs (RH3)

El RH3 se expresa unicamente en las neuronas como auto o heteroreceptor y
se distribuye de manera heterogénea en areas que reciben proyecciones
histaminérgicas, existiendo una alta densidad en la corteza cerebral, el
hipocampo, la amigdala, el nucleo accumbens, el neoestriado, el tubérculo
olfatorio, el cerebelo, la sustancia negra y el tallo cerebral (Pollard, et al.,
1993; Ryu, et al., 1995).

La activaciéon de autorreceptores localizados en las dendritas y en los axones
de las neuronas del NTM inhibe el disparo neuronal y la sintesis y la
liberacion de HA. Como resultado del procesamiento alternativo del ARN
mensajero (ARNm) precursor del RH3 existen diferentes isoformas con un
numero distinto de aminoacidos (326-453 aa). En el humano y en la rata se
han identificado 20 y 6 isoformas, respectivamente; sin embargo, no todas

son funcionales (Garcia-Galvez y Arias-Montafo, 2016).

El RHs interactua con proteinas Gaio las cuales desencadenan diferentes
vias de senalizacion intracelular promoviendo los siguientes eventos:
1) inhibicion de la formacion de AMPc; 2) activacion de la fosfolipasa Az;
3) inhibicién de la apertura de canales de Ca?* activados por voltaje (N y
P/Q), lo que inhibe la liberacién de neurotransmisores; 4) activacion de las
cinasas de proteina activadas por mitdégenos (MAPK); 5) activacion de la
fosfolipasa C, conduciendo a la movilizacion de Ca?* desde depdsitos
intracelulares; 6) inhibicion del intercambiador Na*/H*; y 7) activacion de
canales de K* rectificadores entrantes (Sadek et al., 2016; Garcia-Galvez y
Arias-Montafio, 2016).



1.2 Desarrollo del sistema histaminérgico

La HA es uno de los primeros neurotransmisores en aparecer durante el
desarrollo del SNC de los mamiferos, lo que sugiere que esta amina podria
participar en el neurodesarrollo. A partir del dia embrionario 12 (E12) se
puede detectar a la HA en el cerebro de los roedores, con un pico maximo
del E14 al E16. En E20 la concentracion de HA disminuye hasta cinco veces
y alcanza la concentracién basal reportada para el adulto en el prosencéfalo
(Vanhala et al, 1994). El inicio del pico de HA coincide con el pico
neurogeénico, sugiriendo que la HA modula la neurogénesis en el cerebro
embrionario, como lo han planteado algunos estudios in vivo e in vitro

(Molina-Hernandez y Velasco, 2008; Molina Hernandez et al., 2013).

En el periodo E14-E18 se puede observar la presencia de un sistema
histaminérgico transitorio, conformado por una gran poblacion de neuronas y
fibras inmunorreactivas a HA procedentes del mesencéfalo y del
rombencéfalo. Durante este periodo, las neuronas inmunorreactivas a HA
tienen una distribucion espacio-temporal que coincide con la de las neuronas
serotoninérgicas que integraran a los nucleos del rafé. También se ha
descrito que en esta misma regidon existe una subpoblacion de neuronas que
son inmunorreactivas a HA y a serotonina. Es importante destacar que las
neuronas inmunorreactivas a HA que componen el sistema histaminérgico
transitorio no son las que conformaran el nucleo TM en el cerebro adulto, ya
que estas ultimas se originan a partir del E20 (Wallace y Lauder, 1983;
Auvinen y Panula, 1988; Vanhala et al., 1994).

Durante el desarrollo del SNC, las fibras inmunorreactivas del sistema
transitorio se distribuyen ampliamente en el hipotalamo a partir del E15.
Entre E14 y E18 se detectan de manera transitoria en el puente y en el area

tegmental ventral, y en este mismo periodo, las fibras ascienden en conjunto



con el haz prosencefalico medial y el tracto optico a las cortezas prefrontal y

parietal en desarrollo (Auvinen y Panula 1988; Vanhala et al., 1994).

Es posible que el sistema histaminérgico transitorio no sea la unica fuente de
HA prenatal para el SNC. Distintos 6rganos producen HA durante el
desarrollo y es posible que la HA pudiera atravesar la barrera hemato-
encefalica inmadura por difusién y entrar en contacto con el tejido cerebral
embrionario. Por otra parte, aunque a partir del E18 se han detectado
mastocitos productores de HA en la superficie del cerebro, la HA producida
por estas células no contribuye a los niveles detectados antes del E18, pero
si al pico de HA que se produce en P5 (Kahlson et al., 1960; Auvinen y
Panula, 1988; Panula et al., 1989). En el dia PO, el RNAm de la HDC se
expresa tanto en las neuronas histaminérgicas del nucleo TM como en los
mastocitos presentes en la fisura coroidea; sin embargo, la expresion de la
enzima en los mastocitos disminuye a partir del P2 y desaparece despueés
del P5 (Lambratcht-Hall et al., 1990).

1.3 Expresion de los receptores a histamina durante el desarrollo

embrionario
1.3.1 Receptor H1(RH1)

Kinnunen y cols. (1998) determinaron por primera vez la distribucién del RNA
mensajero (RNAm) del RH1 durante el desarrollo embrionario del SNC de la
rata, mediante hibridacion in situ. Estos investigadores reportaron la
expresion del RH1 a partir del E14 en los nucleos del rafé, el neuroepitelio
tectal superior, el tadlamo, el funiculo ventral de la medula espinal, el
neuroepitelio ventricular y la subplaca; estas dos ultimas estructuras originan

a la corteza cerebral.

En el E18 la senal para el RNAm del RH1 continua presente en la corteza
cerebral en desarrollo, en el neuroepitelio ventricular y en la zona marginal,

mientras que la pre-placa cortical y la zona intermedia permanecen sin el



receptor. En el E20, la sefal de hibridacion estratificada para el RHj1
disminuye en la corteza cerebral; sin embargo, en el neuroepitelio y en la

sub-placa cortical la sefial permanece constante (Kinnunen et al., 1998).

Molina-Hernandez y Velasco (2008) reportaron que in vitro las células
troncales neurales (NSC, del inglés neural stem cells) procedentes del
neuroepitelio cortical del embridén de la rata en el E14, expresan al RNAm y a
la proteina del RH1, y que la activacion del receptor aumenta la diferenciacion
neuronal. Este trabajo mostré que la HA induce la diferenciacion de una
poblacion de NSC a neuronas maduras, inmunorreactivas a la proteina

asociada a microtubulos (MAP+) mediante la activacion del RH1.
1.3.2 Receptor H2 (RH2)

Se ha reportado que en el cerebro de la rata la expresion del RH2 es muy
uniforme a partir del E15. A semejanza del RH1, el RH2 se expresa en los
nucleos del rafé rostral y caudal, pero en contraste aparece en el hipotalamo
ventral y en la placa cortical hasta el E17. No obstante, se ha reportado la
presencia del RH2 en las NSC aisladas del neuroepitelio cortical y
mesencéfalico en los estadios E14 y E12, respectivamente, lo que sugiere
que el RH2 esta presente en el SNC antes del E15 (Molina-Hernandez vy
Velasco, 2008; Molina-Hernandez et al., 2012).

1.3.3 Receptor Hs3 (RH3)

A partir del E15, el RH3 se expresa en el epitelio ventricular del mesencéfalo,
en el tallo cerebral y en la médula espinal. En el E16 ya no se detecta en el
techo del mesencéfalo, en el hipotalamo y en el nucleo accumbens. A
diferencia del RH1 y del RH2, el RH3 se expresa tardiamente en la placa
cortical y en las capas profundas de la corteza cerebral (E19). Sin embargo,
la expresidon del RHs en este periodo coincide con la maduracién de las fibras

histaminérgicas y aunque se ha descrito la presencia de este receptor en las
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NSC derivadas del neuroepitelio cortical y mesencéfalico, no se han

reportado efectos funcionales del mismo (Molina-Hernandez et al., 2012).
1.4 Ontogenia y funcién del RH1 en la corteza cerebral

Como se menciond, el RH1 tiene una aparicién temprana en el neuroepitelio
cortical (E12), lo que sugiere que a través de su activacion la HA podria estar

participando en el desarrollo de la corteza cerebral (Solis et al., 2015).

Molina-Hernandez y Velasco (2008) reportaron que las NSC provenientes del
neuroepitelio cortical de la rata en E14 expresan tanto al RNAm como a la
proteina del RH1, y que la activacion de este receptor aumenta la
diferenciacion neuronal in vitro. En trabajos mas recientes (Molina-Hernandez
et al., 2013; Rodriguez-Martinez et al., 2012) se ha reportado que la HA
promueve un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular en
respuesta a la activacion del RH1 en las NSC y que la exposicién a la HA en
la fase proliferativa del cultivo aumenta la diferenciaciéon de las NSC a
neuronas corticales positivas al marcador de capas profundas FOXP2
(FOXP2+, del inglés Forkhead box protein P2). Este hallazgo se confirmd
utilizando un modelo in vivo en el que el bloqueo farmacolégico del RH1 con
clorfeniramina en el E12 disminuyd el numero de neuronas FOXP2+ en la
corteza cerebral en desarrollo, sugiriendo que la HA es un factor neurotréfico
que regula la diferenciacion neuronal por medio del RH1 (Molina-Hernandez
et al., 2013). FOXP2 es un factor de transcripcidon que se expresa en las
neuronas de proyeccion de las capas corticales profundas (V y VI) que ha
sido relacionado funcionalmente con la ejecucion vocal en roedores y en
aves cantoras, y con el procesamiento del lenguaje y funciones cognitivas en
el humano (Enard et al., 2002; Ferland et al., 2003; Shu et al., 2005).

El aumento en la concentracion de HA y la presencia del RNAm del RH1 en
la corteza cerebral durante el pico neurogénico de la rata en el E14, sugieren

que la HA podria modular los procesos de proliferacion y diferenciacion
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neuronal de las capas profundas de la corteza cerebral, que son
precisamente las que se estan formando en ese momento (Gaspard et al.,
2008; Molina-Hernandez et al., 2012). También se ha mostrado que la HA
incrementa el compromiso neuronal de NSC corticales al aumentar el factor
neurogénico neurogeninal (Ngn1) y prospero1 (Prox1), un factor de
transcripcion especifico de la diferenciacion glutamatérgica (Rodriguez-
Martinez et al., 2012). Estos antecedentes sugieren que la HA, mediante la
activacion del RH41, participa en la diferenciacion neuronal durante la
corticogénesis temprana (E12-E14), periodo en el que se establecen las

capas profundas de la corteza cerebral.

En los neonatos, el RH1 presenta un patron de distribucion laminar
caracteristico en la corteza cerebral tanto de la rata como del humano. En la
rata, en PO se detecta el RNAm del RH1 en las capas profundas de la corteza
cerebral (V y VI), patron similar al observado en la corteza cerebral del
humano (Lintunen et al., 1998; Jin y Panula, 2005). A diferencia del RNAm la
proteina del receptor RH1 se localiza principalmente en las capas intermedias
'y IV, las cuales se caracterizan por recibir una gran inervacion por parte
del talamo, y en las dendritas apicales de las neuronas piramidales de las
capas profundas. La localizacién especifica del RH1 en la corteza cerebral
sugiere que la HA podria regular los circuitos talamo-corticales y cortico-

corticales a través de la activacion de dicho receptor (Panula et al., 2014).

En apoyo a la hipétesis anterior, se ha reportado que los ratones “knockout”
(KO) del RH1 presentan alteraciones en el aprendizaje y la memoria en
tareas que dependen del funcionamiento correcto de la corteza frontal en
coordinaciéon con estructuras como el hipocampo y la amigdala, como la
prueba de reconocimiento de objeto, el laberinto de Barnes, el laberinto radial
de ocho brazos y el laberinto de Morris, entre otros, en los que los procesos
de aprendizaje sensorial-motor, memoria de trabajo y memoria de referencia

se encuentran comprometidos, lo que sugiere que el RH+ participa en la
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regulacion de dichas funciones corticales (Dai et al., 2007; Ambrée et al.,
2014).

1.5 Diabetes Mellitus

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas que se caracterizan
por presentar concentraciones elevadas de glucosa en sangre, debido a la
deficiencia en la produccién o acciéon de la insulina. De acuerdo a la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS), la diabetes se clasifica en:

Diabetes mellitus tipo 1
Diabetes mellitus tipo 2

Otros tipos especificos de diabetes

a o o o

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

1.6 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

La DMG es un padecimiento caracterizado por la intolerancia a los
carbohidratos con diversos grados de severidad que se reconoce por primera
vez durante el embarazo, y que puede o0 no remitir después del parto. La
prevalencia de DMG varia entre el 1 y el 17% dependiendo de la poblacién
estudiada y de la prueba diagndstica utilizada. En el aio 2015 se reportaron
a nivel mundial 20.9 millones de nacimientos afectados por la diabetes
durante el embarazo, lo que representa al 16.2% del total de los nacimientos
(International Diabetes Federation, 2015). En México en el afo 2013, el
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes (INPer)
reporté una prevalencia del 17.2% de mujeres que padecieron DMG, siendo

la alteracion metabdlica mas frecuente durante el embarazo.
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La DMG expone al feto a las concentraciones elevadas de glucosa
plasmatica de la madre durante el segundo y tercer trimestres, lo que resulta
en un crecimiento fetal excesivo, hipoglucemia, hiperinsulinemia, hipoxia,
ictericia, hipocalcemia, policitemia, enfermedad por deficiencia de surfactante
pulmonar en el neonato y aumento en el indice de muertes perinatales
(Silverman et al., 1998; Garcia-Carrapato, 2003; Polanco et al., 2005; Font-
Lopez et al., 2010). En la etapa final de la gestacion la muerte intrauterina y
perinatal es cuatro veces mas frecuente. Las principales causas de
morbilidad y mortalidad perinatal son la hipoxia y la acidosis fetal, la

hipoglucemia e hipocalcemia (Garcia-Carrapato, 2003; Polanco et al., 2005).

1.7 Modelos animales de diabetes materna

Las caracteristicas metabdlicas que se presentan durante el embarazo que
se asocian a la DMG en los humanos y la imposibilidad ética de realizar
estudios directamente en los mismos, hace necesario recurrir al uso de
modelos animales de diabetes materna. A pesar de que no existe un modelo
que reproduzca con precision las caracteristicas de la DMG, gran parte del
conocimiento sobre algunos mecanismos fisiopatolégicos de la misma y sus
efectos en el desarrollo intrauterino se han obtenido por medio de modelos

animales.

Existen diferentes métodos para inducir diabetes durante la gestacion, siendo
la administracion de estreptozotocina (STZ) el mas utilizado. La STZ es una
nitrosourea aislada del hongo Streptomyces achromogenes que destruye
selectivamente a las células pancreaticas [, generando hiperglucemia e
hipoinsulinemia. Este modelo de diabetes ha sido ampliamente utilizado en la
rata para evaluar defectos del desarrollo embrionario temprano, la induccion
de malformaciones, anormalidades placentarias, defectos durante el
desarrollo fetal y la transmision intrauterina de enfermedades metabdlicas
(Jawerbaum y White, 2010).
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Para estudiar los efectos de la diabetes durante la gestacién utilizando STZ
se debe considerar la dosis de STZ, la especie a evaluar, la edad de los
animales y el periodo de administraciéon del farmaco. En particular para
estudiar el desarrollo fetal de la rata, el farmaco se administra antes de la
implantacion del embrion, en el dia 5 de gestacion. De esta manera las
alteraciones observadas en los embriones seran consecuencia de la
hiperglucemia materna (Lopez-Soldado y Herrera, 2003). Se ha reportado
que la administracion de una sola dosis de 50 mg/kg de STZ durante la
gestacion produce hiperglucemia severa (>200 mg/dL) que se mantiene
durante toda la gestacién, y de esta forma se obtiene de manera simple un
modelo animal de diabetes materna. Una desventaja de este modelo es que
la destruccion irreversible de las células pancreaticas 3 lo hace mas parecido

a la diabetes mellitus tipo 1 (Jawerbaum y White, 2010; Salazar et al., 2015).

1.8 Diabetes gestacional y desarrollo del SNC

Existe un numero reducido de estudios que abordan el efecto de la diabetes
gestacional en el desarrollo del SNC de los productos y sus secuelas a largo
plazo. Utilizado un modelo de diabetes gestacional Liao y cols. (2004)
reportaron que los fetos de ratonas diabéticas presentaron alteraciones en el
neuroepitelio prosencefalico que incluyen engrosamiento y fusion del
telencéfalo ventral en E11.5, asi como un aumento en la expresion de
factores de transcripcion que regulan la diferenciacion neuronal y glial como
Shh, Nkx2.1, Ngn1 y 2, Olig1, Ascl1 y BF1. Con el mismo modelo Fu y cols.
(2006) mostraron que los productos de madres diabéticas presentan un
aumento en la diferenciacion neuronal en las regiones ventral y dorsal del
telencéfalo en E11.5, evento relacionado con un aumento en la expresion de

Ngn1 y con el engrosamiento del telencéfalo dorsal.

A nivel post-natal, Steculorum y Bouret (2011) estudiaron los efectos de la

diabetes gestacional en la organizacion de los circuitos hipotalamicos que
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regulan el balance energético de las crias. A nivel central, en las neuronas
que integran al nucleo arqueado de los productos de la ratona diabética
presentaron resistencia a la leptina, ademas de una menor densidad de
fibras que proyectan de esta region al nucleo paraventricular. Estos nucleos
forman parte de una compleja red neuronal que regula el metabolismo
energético y la conducta alimentaria, razén por la cual los productos de
madres diabéticas presentaron un mayor consumo de alimento e incremento
en el peso corporal con respecto al grupo control, sugiriendo que los cambios
generados durante el desarrollo en la citoarquitectura de este circuito por
efecto de la diabetes materna tienen consecuencias funcionales a corto y

largo plazo.

De manera interesante, en un modelo de DMG de la rata se encontré que los
embriones de madres diabéticas ademas de presentar neurogénesis
incrementada como lo reportaron Fu y cols. (2006), presentan un aumento en
la concentracion de HA en E14 y en la expresion del RH1 en el prosencéfalo
dorsal en E12 (Solis et al., 2016). Los efectos de la HA reportados in vivo e in
vitro, en conjunto con los cambios en la expresion del RH1, el nivel de HA y la
neurogénesis durante el desarrollo cortical en el modelo de DMG en la rata,
sugieren la participacion de la HA y del RH1 en la formacién de las capas

profundas de la corteza cerebral.
1.9 Problemas cognitivos asociados a la diabetes gestacional

En varios estudios realizados en humanos se ha planteado que la diabetes
puede generar alteraciones en el desarrollo del SNC en el segundo trimestre
de gestacioén, lo que podria generar disfunciones cognitivas debido a que en
este periodo tienen lugar la mayoria de los eventos que originan a la corteza
cerebral, como la migracion y la diferenciacion neuronales necesarias para la
formacioén de los estratos corticales (Ornoy et al., 1999; Clausen et al., 2013;
Camprubi et al., 2015).
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Ornoy y cols. (1999) reportaron que los hijos menores de 9 afios de edad de
madres que presentaron DMG tuvieron un menor desempefio en tareas
verbales y un menor dominio de la motricidad fina y gruesa, concluyendo que
la DMG puede inducir un ligero déficit neuroldgico a largo plazo en los hijos
de madres diabéticas. Recientemente Bolafios y cols. (2015) realizaron un
estudio en el que se evalud el neurodesarrollo de nifios de 7-9 afios de edad
cuyas madres presentaron DMG. Se reportd que los hijos de madres
diabéticas presentaron en promedio un menor IQ (96.8) en comparacion con
el grupo control (102.5). También se encontré que estos nifios presentaron
una pobre ejecucion en tareas graficas y viso-espaciales, asi como en
actividades que requieren del uso de la memoria de trabajo, considerada un
tipo de memoria a corto plazo, que resulta de la coordinacion adecuada de la
corteza prefrontal y del hipocampo. Estos estudios sugieren que la DMG
alterd el proceso normal de maduracion de estas estructuras, generando un

déficit neuroldgico, si bien menor, en los hijos de madres diabéticas.
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2. Justificacion

La DMG es un padecimiento que desarrollan del 1 al 17% del total de
mujeres embarazadas. Los hijos de madres diabéticas presentan déficits
cognitivos como coeficiente verbal disminuido, alteraciones en la memoria de
trabajo y una pobre ejecucion en tareas graficas espaciales y/o bimanuales,

procesos que dependen de la integridad funcional de la corteza cerebral.

En embriones de ratas diabéticas el RH1 se encuentra sobre-expresado en el
prosencéfalo dorsal en E12 y se observa un aumento en la concentracion de
HA en esta misma region en E14, lo que sugiere que la desregulacion del
sistema histaminérgico en la corteza cerebral embrionaria podria generar

cambios en la citoarquitectura cortical de los productos.

Dado que la activacién del RH1 aumenta la diferenciacion de las neuronas
corticales FOXP2+ de la capa VI, la cual expresa al RH1, se propone que la
HA favorece la diferenciacién prematura de dicho linaje neuronal, lo que
podria generar cambios discretos pero persistentes en esta lamina cortical
que se reflejarian en el perfil de expresion del RH1 cortical en el estadio

post-natal.

Por lo anterior, el propdsito de la presente tesis fue evaluar el efecto de la
diabetes materna en el perfil de expresion del RH1y en el nivel de HA cortical
en neonatos en el dia post-natal 0 (P0) y determinar si el tratamiento con un
antagonista del RH1 en el periodo E12-E14 previene dichos efectos. Para
este fin se utilizé un modelo de diabetes materna en la rata, inducido por la

administracion sistémica de estreptozotocina (STZ2).
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3. Hipétesis

La diabetes materna modifica el nivel de histamina y la expresion del RH1 en

la corteza cerebral frontal de ratas neonatas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la diabetes materna en el nivel de histamina y la
expresion del RH1 en la corteza cerebral frontal de los productos en el dia
post-natal 0 (PO).

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar si la diabetes materna modifica el nivel de HA en la

corteza cerebral frontal de los productos (PO).

2. Determinar si la diabetes materna altera la expresion del receptor

RH1 en la corteza cerebral frontal de los productos (PO).

3. En su caso, determinar si los cambios en el nivel de HA vy la
expresion del receptor RH1 en la corteza cerebral frontal de los
productos (P0) son prevenidos por el bloqueo farmacoldgico del
receptor RH1 durante la formacion de las capas profundas de la
corteza cerebral (E12-E14).
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5. Métodos

Para abordar los objetivos antes mencionados, se diseiid la siguiente

estrategia experimental.

Ratas gestantes

Grupo Control (Ctrl)

Grupo Diabético (Db); estreptozotocina (STZ) 50 mg/Kg ip
Grupo Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Clor 5 mg/kg ip
Grupo Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor)

!

Cerebro PO

Obtencion de la Cx

! !

Cuantificacion Ensayo de unién RT-PCR
de HA (ELISA) [3H]-mepiramina (RH1) (RH1)

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana para la Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00-1999). Se utilizaron ratas hembra adultas (Wistar, 230-300
g), las cuales se mantuvieron en condiciones de temperatura constante (22 +

2°C) y ciclo luz:oscuridad de 12:12 h, asi como agua y alimento ad libitum.

Las hembras se colocaron con un macho sexualmente maduro dentro de una

caja-habitacion durante la fase oscura. A la manana siguiente se determiné la
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presencia de espermatozoides y células cornificadas en un frotis vaginal
(Marcondes et al., 2002); este punto se consider6 como EO0.5, y las hembras
fueron separadas del macho y colocadas en cajas individuales en donde

permanecieron durante toda la gestacion.

Cinco dias posteriores a la cépula (E5), el grupo diabético recibié una dosis
unica de STZ (50 mg/kg) disuelta en solucion de citratos (pH 6.4) por via
intraperitoneal (ip), mientras que al grupo control unicamente se administro el
vehiculo. La glucemia fue determinada en ambos grupos 48 h después de la
induccidn, utilizando una gota de la sangre obtenida por puncidon de la vena
caudal y un glucémetro electrénico (ACCU-CHEK, Roche, Basilea, Suiza). Se
consideré como rata diabética a aquella que presentara una glucemia = 200
mg/dL, y los animales que presentaron una glucemia inferior a dicho valor
fueron descartados del experimento. Para el grupo control sélo se incluyeron

a las ratas inyectadas con vehiculo con glucemia de 90-120 mg/dL.

Los grupos control y diabético fueron divididos en hembras tratadas con
clorfeniramina (Clor; 5 mg/kg, ip; Naranjo y Naranjo, 1968; National
Toxicology Report, 1986) y vehiculo (agua inyectable). Los tratamientos
fueron administrados del dia E12 al E14, para un total de cuatro grupos
experimentales con un tamano de muestra (n) minimo de tres hembras
gestantes: Control (Ctrl), Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor), Diabético (Db)

y Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor).

Las crias de todos los grupos experimentales fueron sacrificadas dentro de
las primeras 12 h después del nacimiento (P0). Para la determinacion de la
HA y los ensayos de union y de expresion del RH1, las ratas (PO) fueron
sacrificadas por decapitacion y se extrajo el cerebro para disecar la corteza

frontal.
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5.1 Determinacion del nivel de histamina

Para cuantificar la HA en la corteza frontal se utilizaron ensayos de ELISA
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor del estuche (Alpco®
Immunoassays, Salem, EU). El tejido se homogenizé en 100 yL de solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS) a 4°C utilizado un homogenizador
(Polytron® PT 2100 Homogenizers, Kinematica, Lucerna, Suiza). El
homogenado se centrifugd a 10,500xg durante 5 min a 4°C, y se recupero el

sobrenadante.

Para la preparacion y acilacién de las muestras, se tomaron 25 pL de la
muestra, 25 pL del estandar y 25 pL de los controles, se colocaron en los
pozos respectivos de la placa de reaccion y se agregaron 25 pL de la
solucion de acilacién. Se incubd por 45 min con agitacion (20-25°C), y
posteriormente se tomaron 25 uL de la muestra, 25 yL del estandar y 25 pL
de los controles acilados y se colocaron en los pozos correspondientes de
las tiras de microtitulacion para histamina; se agregaron 100 pL del antisuero
contra histamina (generado en cabra) a todos los pozos y se incub6 durante
20 h con agitacion (20-25°C).

Una vez alcanzado el equilibrio, se eliminé el contenido de cada pozo, y se
lavd cuatro veces con la solucion de lavado. Se seco la placa en posiciéon
invertida sobre papel absorbente, se afadieron 100 uL del conjugado de la
enzima (inmunoglobulinas anti cabra generadas en conejo y conjugadas con
peroxidasa) a todos los pozos y se incub6 durante 30 min con agitacion (20-
25°C); se elimind el contenido de cada pozo, y se lavo cuatro veces con la
solucion de lavado. Se seco la placa en posicion invertida sobre papel
absorbente, se anadieron 100 yL de TMB (3,3,5,5-tetrametilbencidina) como
sustrato de la reaccién colorimétrica y se incubé durante 30 min con
agitacion (20-25°C).

La concentracion de HA se determind tomando como referencia la curva con

concentraciones conocidas (0, 0.5, 1.5, 5, 15, 50 ng/mL). La absorbancia se
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determiné a 495 nm de longitud de onda en un sistema de deteccion multiple
(GloMax®, Promega, Madison, EU). El rango de deteccion reportado es
0.3- 125 ng/ml. Los resultados fueron normalizados con base en la cantidad
(ug) de proteina presente en cada muestra, determinada por el método de
Bradford (Friedenauer y Berlet 1989; Bradford, 1976).

5.2 Determinacion de la expresion del RH1
5.2.1 Extraccion de RNA total y RT-qPCR

Después de su diseccion, la corteza frontal fue colocada en 1 mL del reactivo
TRIZOL® (Life Technologies, Bartlesville, EU) y almacenada hasta su uso a
-70°C. Para la extraccion de RNA total se siguid el protocolo indicado por el
proveedor. El tejido fue homogenizado utilizando jeringas de insulina, se
incubod durante 15 min a 30°C, se agregaron 200 pL de cloroformo, se agitod
vigorosamente durante 15 s y se incubd por 3 min a 30°C. Se centrifugé a
1,700xg durante 15 min a 4°C y la fase superior de cloroformo se transfirid a
un tubo de 1.5 mL, al que se le adicionaron 500 uL de isopropanol; se agitd
vigorosamente durante 15 s y se incubé a 30°C durante 10 min. Se
centrifugé a 11,000xg durante 10 min a 4°C; se retir6 el sobrenadante y se
realizaron dos lavados por centrifugacion de 5 min cada uno (11,000xg, 4°C)
con 1 mL de etanol; el primero con etanol al 100% y el segundo al 75%. El
sobrenadante fue eliminado y después del segundo lavado la pastilla se dejo

secar durante toda la noche a temperatura ambiente.

El RNA total fue resuspendido en 20 pL de agua libre de RNAsas y se incubo
durante 10 min a 60°C; se cuantificd y se determind la integridad del RNA por
la presencia de los RNAs ribosomales 18S, 28S y 5S, mediante la
electroforesis de 1 pL del RNA total en geles de agarosa al 2% (Chomczynski
y Sacchi, 1987).

Para las reacciones de retrotranscripcion (RT) se utilizd 1 uyg de RNA total,

en presencia de 0.5 ug de hexameros aleatorios, 1 mM de la mezcla de
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dinucledtidos trifosfatados (dNTPs), 2 yL de solucidn amortiguadora de
retrotranscripcion (10x), 0.5 pyL de inhibidor de ribonucleasas (40 U/uL), 4 uL
de MgCl2 (25 mM) y 15 U de la enzima AMV Retrotranscriptasa (Promega,
Madison, EU). La mezcla se llevo a un volumen final de 20 uL con agua libre
de RNAsas y fue incubada por 60 min a 42°C. La reaccién se inactivo
durante 5 min a 95°C y el ADN complementario (ADNc) fue mantenido a

-20°C hasta su uso.

Una vez verificado el tamano del producto esperado por PCR de punto final y
establecidos los rangos dinamicos para el RH1 y el gen normalizador GAPDH
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), se utilizaron 100 ng de cDNA, 10
pmoles de cada oligonucleétido y una mezcla comercial “master mix KAPA™
Syber Fast® qgPCR (KAPA, Bartlesville, EU) para un volumen final de 20 pL.

Las secuencias de los oligonucleétidos (orientacion 5°-3") fueron las

siguientes (Molina-Hernandez et al., 2008):
RH+ sentido: CTTCTACCTCCCCACTTTGCT,

RH+ anti-sentido: TTCCCTTTCCCCCTCTTG;

GAPDH sentido: GGACCTCATGGCCTACATGG,

GAPDH anti-sentido: CCCCTCCTGTTGTTATGGGG.

La reaccion se llevo a cabo con un periodo inicial de desnaturalizacion por 10
min a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion por 10 s a 95°C, de
alineacion durante 15 s a 56°C para el RH1y a 58°C para GAPDH, y de
extension por 20 s a 72°C. Al finalizar la reaccion se realizaron curvas de
desnaturalizacion para asegurar la amplificacion de un solo producto (Kubista
et al.,, 2006). Los resultados fueron analizados utilizando el método de
expresion relativa 2-22CT) calculando el ACT, que es ciclo umbral (CT) de
cada muestra normalizado con el obtenido para GAPDH (ACT = CTmuestra -
CTearpH) mientras que el AACT corresponde al ACT del grupo experimental

menos el ACT del grupo control.
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5.2.2 Ensayo de unién a radioligando ([*H]-mepiramina)

Se utilizé la preparacion de membranas totales de la corteza frontal de ratas
PO. El tejido se homogenizé en 10 mL de solucion de lisis (Tris-HCI 10 mM,
EGTA 1 mM, pH 7.4) y se centrifugd a 20,000xg durante 20 min a 4°C. La
pastilla (membranas totales) se resuspendié en 400 pL de solucion de
incubacion (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4). Se utilizé la corteza cerebral de ratas

adultas como control positivo.

La unién total del radioligando al receptor se determin6 en un volumen final
de 100 pL, con [*H]-mepiramina (10 nM) y membranas totales (~20 pg). La
unién no especifica se determin6 en presencia de 10 uM de mepiramina. Se
incubo durante 60 min a 30°C, y las muestras fueron filtradas utilizando filtros
de fibra de vidrio Whatman GF/B previamente sumergidos en 0.3% de
polietilenimina (3 h). La radioactividad retenida en los filtros se determiné por
centellometria, la unién especifica se calcul6 restando la unién no especifica
de la union total y los resultados fueron normalizados con base en el
contenido de proteina, cuantificado por el método del acido bicinconinico
(ensayo BCA; Smith et al., 1985).

5.3 Analisis de resultados

Para los datos que cumplieron con los criterios de normalidad vy
homogeneidad de varianzas necesarios para realizar un analisis estadistico
paramétrico, se uso la prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba
post-hoc DHS de Tukey; el nivel de significancia estadistico fue establecido
en P < 0.05. Para aquellos datos que no cumplieron con los criterios para
realizar un analisis estadistico paramétrico, se usé la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis, y el nivel de significancia estadistico fue también
establecido en P < 0.05. El andlisis estadistico se realizé6 con el programa

Prism version 5 (Graph Pad).
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6. Resultados
6.1 Establecimiento del modelo de diabetes materna
6.1.1 Induccién en ratas gestantes

Con el propdsito de determinar si en nuestro modelo de diabetes materna se
indujo una hiperglucemia mayor a 200 mg/dL, que corresponde a diabetes
severa, se registro el nivel de glucosa en sangre de las ratas gestantes 48 h
después de la administracién de STZ o del vehiculo, y post-parto para

establecer si la hiperglucemia se mantenia hasta dicho momento.

Cuarenta y ocho h después de la administracion de STZ o del vehiculo, las
ratas que recibieron STZ de los grupos Db y Db+Clor presentaron glucemias
de 405 £+ 24 y 412 £ 68 mg/dL, respectivamente (promedio + error estandar,
s.e.m.), mientras que las ratas de los grupos Ctrl y Ctrl+Clor a las que se les
administré el vehiculo presentaron glucemias de 107 + 4 y de 105 + 3 mg/dL,

respectivamente (Tabla 1).

Con respecto a la glucosa post-parto, las ratas tratadas con STZ (grupos Db
y Db+Clor) mantuvieron la hiperglucemia, con valores de 401 + 70 y 432 + 82
mg/dL, respectivamente, mientras que las ratas a las que se les administro el
vehiculo (grupos Ctrl y Ctrl+Clor) mostraron glucemias de 102 + 7y 108 + 6

mg/dL, respectivamente (Tabla 1).
6.1.2 Glucemia de los neonatos

Los neonatos (P0O) de las ratas diabéticas presentaron una hiperglucemia de
250 + 18 mg/dL, mientras que la glucemia de los neonatos del grupo
Ctrl+Clor (73 £ 4 mg/dL) no fue estadisticamente diferente del grupo Ctrl (84
+ 3 mg/dL), y la glucemia del grupo Db+Clor (176 + 40 mg/dL) fue
significativamente menor que en el grupo Db (Figura 3).
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Tabla 1. Glucemia en ratas gestantes

Grupo Glucemia 48 h Glucemia post-parto
(mg/dL) (mg/dL)

Ctrl 107 £ 4 102+ 7

Db 405 + 24 40170

Ctrl + Clor 105+ 3 108+ 6

Db + Clor 412 + 68 432 + 82

Los valores corresponden al promedio £ error estandar (s.e.m) del numero de ratas
indicado (n). Control (Ctrl); Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor);

Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor).

Figura 3. Glucemia de las ratas neonatas. Los valores corresponden al promedio
* s.e.m de la glucemia (mg/dL) de los neonatos (P0). El numero de animales fue:
Control (Ctrl), 24; Diabético (Db), 29; Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor), 24;
Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor), 21. ***P < 0.001, ****P < 0.0001, prueba de

Kruskal-Wallis.
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6.1.3 Tasa de natalidad y mortalidad de las crias

A fin de determinar si en el modelo de DMG aumentaba la mortalidad de los
productos al nacimiento (P0), se contabilizdé el numero total de crias (tamafio

de la camada), y se identificé a las crias que nacieron vivas o muertas.

En las crias de las ratas diabéticas (Db) se observd un mayor indice de
mortalidad intrauterina, en comparacion con los productos de las ratas Ctrl;
las ratas diabéticas que recibieron clorfeniramina (Db+Clor) presentaron un
menor numero de productos muertos en comparacion con las madres
diabéticas (Tabla 2).

Tabla 2. Natalidad y mortalidad de las crias por condicién

Grupo Camadas Crias porcamada Crias vivas  Crias muertas
(total) (total) (total)

Ctrl 7 121+1.5 12.0+1.5 0.14 £ 0.14
(69) (68) (1)

Db 7 11.3+£2.0 74122 3.9+0.72
(79) (52) (27)

Ctrl + Clor 6 13.5+0.7 13.31£0.5 0.2+0.2
(81) (80) (1)

Db + Clor 5 9.8+23 82+26 1.6 £1.6°
(49) (41) (8)

Control (Ctrl); Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético +
Clorfeniramina (Db+Clor). Los valores corresponden al promedio + error estandar
(s.e.m) del numero total de crias indicado entre paréntesis. °P < 0.001 vs Ctrl; °P <
0.05 vs Db; ANOVA de una via y prueba DHS de Tukey.
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6.1.4 Ganancia de peso corporal de las ratas gestantes

El peso corporal de las hembras se registré cada 24 h a partir del E1 y hasta
el E21. Para determinar la ganancia de peso por dia se tomo6 en cuenta el
peso inicial de la rata y este valor fue restado a cada uno de los pesos

subsecuentes hasta el E21.

Las ratas gestantes del grupo Db presentaron una menor ganancia de peso
corporal a partir del E10 y hasta el E21 con respecto a los grupos Ctrl y
Ctrl+Clor. También se observé que las ratas del grupo Ctrl+Clor mostraron
una mayor ganancia de peso al final de la gestacion con respecto a los
grupos Ctrl y Db+Clor. El grupo Db+Clor unicamente presenté una menor

ganancia de peso corporal en el E17 con respecto al grupo Ctrl (Figura 4).
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Figura 4. Ganancia de peso corporal durante la gestaciéon. Se registré el peso
corporal de las hembras gestantes por condicion del E1 al E21. Control (Ctrl);
Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético + Clorfeniramina
(Db+Clor). Los valores corresponden al promedio + s.e.m. del numero de ratas
indicado. 2P < 0.05 vs Ctrl; °P < 0.05 vs Ctrl+Clor; °P <0.05 vs Db+Clor; ANOVA de
Medidas Repetidas y prueba DHS de Tukey.
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6.1.5 Peso corporal y cerebral de las crias

El peso cerebral y corporal de las crias en PO, fue menor en los neonatos de
los grupos Db y Db+Clor con respecto a los neonatos de los grupos Ctrl y
CtrI+Clor. Los neonatos del grupo Db+Clor presentaron un peso corporal y
cerebral menor con respecto al grupo Ctrl, pero mayor en relacion al grupo
Db (Tabla 3).

Tabla 3. Peso cerebral y corporal de ratas neonatas (P0)

Grupo Camadas  Crias Peso del Peso corporal
cerebro (mQ) (9)

Ctrl 7 44 255+ 3 6.2+0.1

Db 7 32 207 £ 43b 5.0 £0.13°

Ctrl + Clor 6 31 251+ 4 6.1+0.1

Db + Clor 5 27 229 + 42 5.7+0.12

Control (Ctrl); Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético +
Clorfeniramina (Db+Clor). Los valores corresponden al promedio + s.e.m. ?P < 0.01
vs Ctrl y Ctrl+Clor; »P <0.01 vs Db+Clor. El analisis estadistico se realizé con la
prueba de ANOVA seguida de la prueba DHS de Tukey.

6.2 Niveles de HA en la corteza frontal de ratas neonatas (P0)

La Figura 5 muestra que los niveles de HA en la corteza frontal de las crias
recién nacidas (P0) no fueron significativamente diferentes entre los cuatro

grupos.
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Figura 5. Nivel de HA en la corteza frontal de las ratas neonatas (P0). Los
valores corresponden al promedio £ s.e.m. del numero de experimentos siguiente;
Control (Ctrl), 5; Diabético (Db), 6; Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor), 8; Diabético
+ Clorfeniramina (Db+Clor), 7. Para cada experimento se realizaron
determinaciones por ftriplicado. Ninguno de los valores fue estadisticamente
diferente del control (ANOVA y prueba de Dunnett).

6.3 Expresion del RNAm del RH1

Con el propésito de analizar los posibles cambios en el nivel del RNAm del
RH1 en las crias en PO, se empled inicialmente la técnica de PCR de punto
final. La Figura 6 muestra la electroforesis de los productos en geles de
agarosa que confirmoé la amplificacién de una solo banda proxima al estandar
de DNA de 300 pares de bases (pb), y que corresponde al tamafo esperado

(292 pb) para la amplificacion especifica del RNAm del RHx.
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Figura 6. Expresion del RNAm del RH1 en la corteza frontal de ratas neonatas
(P0). Electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa al 2%.
A) Amplificacion del producto esperado (292 pb) para el RHy. B) Amplificacién del
producto (180 pb) del gen constitutivo GAPDH. Control (Ctrl); Diabético (Db); Control
+ Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor); CxA, corteza
cerebral de rata adulta (control positivo); cni, control negativo con todos los
componentes de la reaccion excepto cDNA; cn,, control negativo con RNA; PB,
marcadores estandar de DNA.

6.3.1 Rangos dinamicos y validacién del método 2-2ACT

Para determinar la expresiéon del RNAm del RH1 por PCR cuantitativa
(gPCR), se establecieron los rangos dinamicos de amplificacién para
establecer la eficiencia, la especificidad y el umbral de fluorescencia para el
analisis de gPCR. Para los rangos dinamicos de la amplificacion del RNAm
del RH1 y de GAPDH se utilizaron 1, 10, 100 y 1000 ng de DNAc. Se obtuvo
de manera automatizada la fluorescencia umbral, que para GAPDH fue 0.2 y

para RH1 0.12. La eficacia de las reacciones para cada producto de
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amplificacion fue 1.05 para RH1y 1.01 para GAPDH, implicando una eficacia
de la amplificacién muy cercana al 100%. Al final de las reacciones de gPCR
se realizaron curvas de fusion en las que se obtuvo un solo pico de

amplificacion, indicando la amplificacién de un solo producto de PCR vy por lo

tanto una cuantificacion confiable (Figura 7).
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Figura 7. Rangos dinamicos de la amplificacion del RNAm de GAPDH y RH1.
Se muestran las curvas de amplificacion en escala exponencial para los rangos
dinamicos de GAPDH (A) y RHs (B). La linea roja representa el umbral de
fluorescencia establecido en cada caso. El ciclo umbral para cada concentracién de
DNAc empleada es aquel en el que interceptan la linea roja y la curva de
amplificacion con respecto al eje de las abscisas (ciclo). Se muestran también la
eficacia de la reaccion para GAPDH (C) y RHy (D), y las curvas de fusion para la
amplificacién de GAPDH (E) y RH1 (F), en las que se observa un solo pico indicando
la amplificacion de un solo producto de PCR.
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Adicionalmente, a partir de los rangos dinamicos se validé la expresion del
RNAm para RH1 y GAPDH, utilizando el método reportado por Livak (1997 y
2001). Este método se basa en graficar el ACT obtenido para cada producto
contra la concentracion de DNAc empleada en los rangos dinamicos y
realizar el ajuste lineal de los valores obtenidos (Figura 8). Si el valor de la
pendiente de la recta es menor a 0.1, se considera como valido el método

para realizar el analisis (Livak y Schmittgen, 2001).
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Figura 8. Validacion del método 222°T por el método de Livak et al., 1997.
Gréfica de los valores de ACT obtenidos para cada rango dinamico en relacion al
logaritmo de la concentracion de DNAc. Los puntos corresponden a los valores de
ACT para cada concentracion de DNAc empleada. La recta es el ajuste lineal de los
puntos con pendiente (m) < 0.1.

6.3.2 gRT-PCR

El analisis por qRT-PCR revel6 un aumento significativo en el nivel de
expresion del RNAm del RH1 en el grupo Db de 3.20 + 0.46 veces en
comparacion con el grupo Ctrl. De manera relevante el tratamiento con

clorfeniramina (Db+Clor) previno este efecto (Figura 9). Aunque se observd
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una disminucion del RNAm del RH1 en el grupo tratado con clorfeniramina
(Ctrl+Clor) con respecto al valor control, este efecto no fue estadisticamente

significativo (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la diabetes gestacional y el tratamiento con clorfeniramina
en el nivel de expresion del RNAm del RH1 en ratas neonatas (P0). Los valores
se expresan en relacion a la expresion control (1) y son el promedio + s.e.m. del
siguiente numero de experimentos: Ctrl, 5; Db, 5; Ctrl+Clor, 4; Db+Clor, 4. **P
<0.001, **P < 0.001, ***P < 0.0001; ANOVA de una via y prueba DHS de Tukey.
Para cada experimento se realizaron determinaciones por triplicado.

6.4 Ensayos de unién para el RH1

Para determinar la densidad membranal del RH1 en la corteza frontal de los
neonatos control se realizaron ensayos de union con el radioligando marcado

[*H]-mepiramina utilizando membranas totales.

Inicialmente se determind la densidad de receptores en diferentes edades
postnatales, y los ensayos mostraron la presencia del RH1 en la corteza

frontal de las crias PO, P2, P5 y P7 con una unién especifica de 44 + 6, 63 +
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14, 24 + 4 y 37 £ 4 fmol/mg proteina, respectivamente, mientras que en la
corteza frontal de ratas adultas, usada como control positivo, se obtuvo una

densidad de 118 + 15 fmol/mg proteina (Figura 10).
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Figura 10. Unién especifica de [*H]-mepiramina en membranas de la corteza
frontal. Se muestra la densidad de receptores en el tejido de ratas neonatas (PO,
P2, P5 y P7). Los valores corresponden al promedio + s.e.m. del siguiente numero
de experimentos: PO, 6; P2, 5; P5, 4; P7, 4; corteza cerebral de rata adulta (CxA), 4.
Para cada experimento se realizaron determinaciones por triplicado.

En los grupos experimentales, la unién especifica de [*H]-mepiramina a las
membranas totales obtenidas de la corteza frontal de los neonatos PO,
mostré un aumento significativo en la densidad del RH1 en el grupo Db (85 +
6 fmol-mg proteina) en comparacién con el grupo Ctrl (30 £ 10 fmol-mg
proteina) como se ilustra en la Figura 11. El tratamiento con clorfeniramina
(Ctri+Clor) no afecté la densidad del receptor, pero previno el aumento

observado en el grupo diabético (ver Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la diabetes gestacional y el tratamiento con
clorfeniramina en la unién especifica de [°*H]-mepiramina en membranas de la
corteza frontal de ratas neonatas (P0). La union del radioligando se expresa como
fmol-mg proteina y los valores corresponden al promedio + s.e.m. del siguiente
namero de experimentos: Control (Ctrl), 7; Diabético (Db), 5; Control +
Clorfeniramina (Ctrl+Clor), 7; Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor), 7. Para cada
experimento se realizaron determinaciones por triplicado. **P < 0.001 y ***P
<0.0001; ANOVA de una via y prueba DHS de Tukey.
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7. Discusion

La diabetes gestacional es un problema de salud publica. De acuerdo a la la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes
Federation), en el 2015 se reportaron 20.9 millones de recién nacidos vivos
productos de mujeres embarazadas que presentaron algun tipo de
hiperglucemia durante la gestacion, cifra que representa el 16.2% del total de

nacimientos en el mundo.

Entre las alteraciones que sufren los hijos de madres diabéticas destacan la
obesidad, la intolerancia a la glucosa y la diabetes tipo 2. En el area cognitiva
los hijos de madres diabéticas pueden presentar alteraciones psicomotoras y
en varios tipos de memoria como las de trabajo, de referencia y espacial
(Ornoy et al., 1999; Bolanos et al., 2015). La permanencia de algunas de
estas alteraciones en la vida adulta condujo a la idea de “programacion
intrauterina” de algunas enfermedades con la participacién predominante de

factores ambientales, mas que genéticos (Polanco et al., 2005).
Modelo de diabetes gestacional en la rata

En el presente trabajo se desarrolld6 un modelo de diabetes durante la
gestacion en la rata administrando una sola dosis de STZ (50 mg/kg; ip) en el
dia E5. En este modelo se establecieron las caracteristicas generales que
corresponden a algunos de Ilos modelos animales de este tipo:
1) hiperglucemia materna y en las crias; 2) menor ganancia de peso de la
hembra gestante (E10-E21); 3) aumento en la mortalidad intrauterina de las
crias; y 4) un menor peso cerebral y corporal de las crias vivas (Kiss et al.,
2009; Damasceno et al., 2013; Salazar et al., 2015).

Una dosis de 50 mg/kg de STZ antes o después de la copula genera una
hiperglucemia exacerbada durante la gestacién que influye en el desarrollo
embrionario y en el periodo post-natal de las crias. Algunos autores sugieren

que la induccion de diabetes entre EO y E5 permite generar un modelo que
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reproduce algunas caracteristicas de la diabetes gestacional del humano
como la hiperglucemia, el aumento de peso, el riesgo de aborto y la muerte

intrauterina (Damasceno et al., 2013).

Kiss y cols. (2009) utilizaron un modelo de diabetes pre-gestacional inducido
con STZ (40 mg/kg, ip) y reportaron que al final de la gestacion, las ratas
diabéticas presentaron una menor ganancia de peso, aunque el consumo de
alimento durante la gestacion fue mayor en comparaciéon con el grupo
control. En nuestro modelo la induccién de diabetes con STZ (50 mg/kg, ip)
se realiz6 en el E5, comprendido en el periodo de pre-implantacion, y aunque
la ganancia de peso disminuyo en el periodo E10-E17, en E21 alcanzaron un
peso similar al del grupo control. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Salazar y cols. (2015), quienes también realizaron la
induccion de diabetes con STZ (50 mg/kg) en E5, y observaron una
disminucién en el peso de las hembras en E15 asi como un peso similar al

del grupo control al final de la gestacion.

En diferentes modelos de diabetes gestacional inducida con STZ se ha
reportado que la ganancia de peso en ratas diabéticas es menor con
respecto a las ratas gestantes no diabéticas. Se ha sugerido que el bajo peso
es consecuencia de alteraciones metabdlicas causadas por la hiperglucemia
e hipoinsulinemia, asi como del aumento en el numero de reabsorciones y
muertes intrauterinas que son comunes en esta clase de modelos (Volpato et
al., 2008; Kiss et al., 2009; Salazar et al., 2015). Caluwaerts y cols. 2003
probaron diferentes dosis de STZ en el modelo de diabetes gestacional,
administrando 30, 35, 40 o 50 mg/kg de STZ (ip) en E1, reportando que
unicamente en los grupos de 35 y 50 mg/kg se presentd una reduccion en la
ganancia de peso durante la gestacion y que los fetos de 20 dias del grupo

de 50 mg/kg mostraron hiperglucemia al nacimiento.

En nuestro estudio obtuvimos un indice de mortalidad de 34.5 + 6.2% en los
productos de madres diabéticas en PO, que concuerda con lo reportado por
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Salazar y cols. (2015), asi como la presencia de hiperglucemia en PO. De
manera relevante, los productos de las ratas diabéticas tratadas con
clorfeniramina mostraron una mayor sobrevivencia y un menor grado de
hiperglucemia al nacimiento en relacion a las crias del grupo diabético. En un
estudio realizado por Anvari y cols. (2015), se propuso que el tratamiento
durante una semana con cetirizina, un antagonista del RH1 (25 mg/kg), tiene
un efecto protector contra la hiperglucemia inducida por una dieta alta en
grasas en un modelo de ratdn. Los autores sefialan que la inhibicidn
farmacologica del RH1 que se expresa en las células del islote pancreatico

puede genera un mejor control metabdlico.

Las glucemias en las ratas gestantes durante el tratamiento con
clorfeniramina (E12-E14), no fueron registradas y el nivel de glucosa al final
de la gestacion no mostréo una disminucion en las ratas gestantes; sin
embargo, el efecto observado en sus productos es evidente, lo que sugiere
una mejoria metabdlica promovida por el antagonista del RHi1 con

repercusiones postnatales que no han sido reportadas.

Efecto de la diabetes gestacional en el nivel de histamina y la expresién
del RH1

El propdsito principal de este trabajo fue determinar el efecto de la diabetes
gestacional en el nivel de histamina y la expresion del RH1 en la corteza

cerebral frontal de los productos en el dia post-natal 0 (PO).

Como primer objetivo particular se planteé cuantificar el nivel de HA en la
corteza frontal de los productos en PO, ya que como se describié con
anterioridad los embriones E14 de ratas diabéticas presentan un aumento
anormal en la concentracion de HA en el neuroepitelio cortical en
comparacion con el grupo control y este evento coincide con el pico
neurogénico. Al nacimiento el RNAm de la HDC se expresa tanto en las
neuronas histaminérgicas del nucleo TM como en los mastocitos presentes

en la fisura coroidea, y estos ultimos contribuyen al nivel de HA a partir de
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E18 y al pico de la amina que se produce en P5. La expresion de la HDC en
los mastocitos disminuye a partir de P2 y desaparece después de P5
(Kahlson et al., 1960; Auvinen y Panula, 1988; Panula et al, 1989;
Lambratch-Hall et al., 1990). En este estudio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el nivel de HA en el grupo diabético en
comparacion con los demas grupos en PO. Sin embargo, se desconoce si los
niveles de HA pudieran presentar alteraciones en edades subsecuentes
como P5, cuando se genera el primer pico post-natal de HA, por lo que seria

importante evaluar el nivel de HA en esta edad.

Como segundo objetivo particular de esta tesis se plante6é cuantificar la
expresion del receptor RH1 en la corteza frontal de los productos (PO) de
ratas control y diabéticas, ya que como se describié en la introduccion, los
embriones E12 de ratas diabéticas presentan un aumento en la expresiéon del
RH1 tanto a nivel de proteina como a nivel de RNAm en el neuroepitelio
cortical que coincide con el inicio de la formacion de las capas profundas (V' y
VI) de la corteza cerebral, ademas de presentar un aumento en la

diferenciaciéon neuronal (Fu et al., 2006).

Utilizando la técnica de hibridacion in situ Lintunen y cols. (1998) reportaron
que en la rata neonata a partir de PO se puede detectar la presencia del
RNAm del RH1 en las capas V y VI de la corteza cerebral. Mediante qRT-
PCR y ensayos de uniéon con el radioligando [*H]-mepiramina, nosotros
encontramos que el RNAm y la proteina de RH1 se encuentran aumentados
en la corteza frontal de las crias diabéticas en comparacion con las del grupo

control.

Entre los mecanismos que regulan la expresion del RH1 esta el aumento en
las especies reactivas de oxigeno (Weksler-Zangen et al., 2003; Chen et al.,
2013). En células cancerosas las especies reactivas de oxigeno incrementan
la expresion de la proteina activadora de factores de transcripcion (AP-1) y
de la proteina C-ets-1 (Ets-1), las cuales se unen a uno de los sitios
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promotores del gen del RH1 (Verschoor et al., 2010; Mizuguchi et al., 2012).
También se ha reportado que la hiperglucemia aumenta la unién de AP-1 al
ADN en células de riidn (Wilmer y Cosio, 1998; Deng, et al., 2014) y que la
expresion de AP-1 se encuentra aumentada en biopsias placentarias de
mujeres con diabetes gestacional (Radaelli et al. 2003). En nuestro estudio
las crias del grupo diabético presentaron hiperglucemia severa en PO (>200
mg/dL), por lo que en la corteza cerebral del neonato diabético el ambiente
hiperglucémico podria aumentar la expresién y/o la activacion de AP-1 y

promover la transcripcion del RH1.

Otro mecanismo de regulaciéon de la expresion del RH1 es el descrito por Das
y cols. (2007), quienes en un estudio in vitro observaron que la HA aumenta
la actividad del promotor del gen del RH1 conduciendo a niveles aumentados
del RNAm del receptor, eventos prevenidos por la clorfeniramina, un

antagonista selectivo del RHx.

En esta tesis la administracion de clorfeniramina durante la fase de
neurogénesis de las capas profundas de la corteza cerebral previno el
aumento en la expresion del RH1 en PO, y en un estudio reciente de nuestro
laboratorio se encontré que el tratamiento con clorfeniramina revierte el
aumento en la neurogénesis observada en los embriones E14 de ratas
diabéticas (datos no publicados). Lo anterior sugiere que el efecto de la
diabetes materna en las capas profundas de la corteza cerebral se conserva
en la vida postnatal y que probablemente el mayor numero de neuronas se
refleja en una mayor expresion del RH1. Esta hipétesis sera analizada en

estudios posteriores.

Los ensayos de union del radioligando [3H]-mepiramina mostraron que el RH1
se expresa en las membranas celulares de la corteza frontal de animales
control en P2, P5 y P7, ademas de P0O. Aunque en estas edades se presenta
una menor densidad del RH1 en comparacion con la observada en la corteza
frontal de la rata adulta, por medio de estos ensayos fue posible determinar
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su expresion. Se habia reportado una muy baja expresién del RNAm del RH+
en la corteza cerebral en PO, pero no se habia reportado la presencia del
RH1 a nivel de proteina en esta estructura, por lo que sera importante
emplear otra técnica como la inmunodeteccion (Western Blot) para confirmar

este hallazgo.

El correcto desarrollo de las estructuras que componen al SNC depende de
la sincronia de multiples procesos celulares, que en gran medida son
dirigidos por factores ambientales. La union especifica del radioligando en
preparaciones membranales de la corteza frontal de la rata (PO) sugiere que
el RH1 es funcional; sin embargo, se desconoce aun la funcién de la HA y del
RH1 en el desarrollo post-natal de la citoarquitectura cortical y cuales serian
las consecuencias funcionales del aumento de la expresién del receptor.
Adicionalmente, se desconoce si la localizacion laminar del RH1 coincide con
la reportada para la corteza cerebral del adulto (capas intermedias Il y IV),
por lo que es necesario continuar la evaluacién post-natal del modelo

diabético.
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8. Conclusiones

1.

Se reprodujo el modelo de diabetes materna en la rata, usando una

sola dosis de STZ en el dia 5 de gestacion.

. La diabetes materna no modificd los niveles de histamina en la corteza

cerebral frontal de las ratas neonatas (dia PO).

La diabetes materna aumenta la expresion del RNAm del RH1 y la

densidad del receptor en la corteza frontal de las ratas neonatas (PO0).

El aumento en la expresion del RH1 en la corteza frontal de las ratas
neonatas (P0O) de madres diabéticas fue prevenido por el bloqueo
farmacolégico del receptor durante el periodo de formacién de las
capas profundas Vy VI (E12-E14).
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9. Perspectivas

1.

Corroborar por inmunodeteccion (Western Blot), la expresion del RH1
en la corteza cerebral frontal de las ratas neonatas (P0O) de madres

control y diabéticas.

Determinar la co-localizacion del RH1 con el marcador de capas
profundas FOXP2 en la corteza frontal de las ratas neonatas (PO) de

madres control y diabéticas.

Determinar el efecto de la diabetes materna en el nivel de histamina y
la expresion del RH1 en la corteza frontal de los neonatos en el dia
post-natal 5 (P5).

Determinar si existen cambios anatémicos y funcionales en la
inervacion post-natal de las capas profundas de la corteza frontal de

las ratas neonatas (P0) de madres control y diabéticas.
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