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Resumen  

La diabetes materna (DM) afecta la proliferación y diferenciación neuronales 

en el telencéfalo dorsal de los embriones de roedor de 12 y 14 días de 

gestación (E12 y E14), periodo en el que tiene lugar la formación de las 

capas profundas de la corteza cerebral. Recientemente se describió que la 

activación del receptor a histamina H1 (RH1) aumenta la diferenciación 

neuronal in vitro, y el bloqueo farmacológico in vivo del receptor disminuye la 

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

En el neuroepitelio cortical de los embriones E12 de ratas diabéticas 

aumenta la expresión del RH1 y en E14 se observa un aumento en el nivel de 

la histamina, coincidente con el inicio de la formación 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 podrían reflejar cambios en la expresión cortical del RH1 y su 

posición laminar post-natal.  

Por lo anterior, el propósito de este estudio fue determinar el efecto de la 

diabetes materna en el nivel de la histamina y en la expresión del RH1 en la 

corteza cerebral frontal de los productos en el día post-natal 0 (P0).  

El nivel de histamina no presentó cambios en el tejido cortical post-natal. La 

expresión del RH1, evaluada a nivel del RNAm y de sitios de unión de un 

radioligando selectivo, aumentó significativamente en la corteza frontal de las 

crías de madres diabéticas, y este efecto fue prevenido por el bloqueo 

farmacológico del receptor con el antagonista selectivo clorfeniramina, 

administrado durante el periodo de formación de las capas profundas de la 

corteza cerebral. 
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Con base en los resultados obtenidos se concluye que la diabetes 

gestacional resulta en una mayor expresión post-natal del RH1 en la corteza 

frontal y que este efecto podría estar relacionado con un aumento en la 

neurogénesis de las capas profundas de la corteza cerebral. 
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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 H1R 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 (P0).  

Whereas histamine levels did not change in the cortical tissues, an increase 

in H1R mRNA and binding sites was observed in the frontal cortex of pups 

from diabetic rats. Both effects were prevented by pharmacological H1R 

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.  
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1. Introducción  

1.1  La histamina en el sistema nervioso central (SNC) 

La histamina (HA) es un neuromodulador que participa en la regulación de 

diferentes procesos fisiológicos como el estado de vigilia, la ingesta de 

alimentos y líquidos, 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 activación de tres (RH1, RH2 y RH3) de los 

cuatro receptores acoplados a proteínas G descritos a la fecha (Haas y 

Panula, 2003).  

La HA se sintetiza a partir del aminoácido L-histidina por la acción 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 vesículas sinápticas por el transportador vesicular de 

monoaminas 2 (VMAT2), y es liberada por el arribo de potenciales de acción. 

En el espacio sináptico la amina es degradada por la enzima  

N-metil-transferasa a tele-metil-histamina (EC 2.1.1.8; Haas et al., 2008). 

 

Figura 1. Síntesis y metabolismo de la histamina. El amino ácido L-histidina 
ingresa a las neuronas por acción del transportador de L-aminoácidos, 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 liberación la amina es degradada a tele-metil-histamina por la 
acción 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 núcleo 

tuberomamilar (NTM) del hipotálamo basal posterior, desde donde envían 

aferencias a prácticamente todas las regiones del SNC (Figura 2). Entre las 

estructuras que reciben una mayor inervación están la neocorteza, la 

amígdala, la sustancia negra y el neoestriado (Siegel, 2006).  

 

 

Receptores a histamina  

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

activación de receptores acoplados a proteínas G (RH1, RH2 y RH3). 

1.1.1 Receptor a histamina H1 (RH1) 

El RH1 es una proteína de 486 y de 487 amino ácidos (aa) en la rata y en el 

humano, respectivamente. Interactúa con proteínas Gαq/11 que activan a la 

fosfolipasa C (PLC), promoviendo la formación de dos segundos mensajeros, 

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

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 
núcleo tuberomamilar (círculo rojo en A y asterisco en B). Abreviaturas.  
B: CC, corteza cerebral; OB, bulbo olfatorio; Hi, hipocampo; ST, neoestriado; Th, 
tálamo; SC, colículo superior; IC, colículo inferior; Cb, cerebelo; TM, núcleo 
tuberomamilar; Hy, hipotálamo; Pi, hipófisis; MO, bulbo raquídeo; Sp, médula 
espinal. Modificado de Haas y Panula, 2003 (A) y de Wada et al., 1991 (B). 
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liberación de Ca2+ de reservorios intracelulares, mientras que el DAG activa a 

la cinasa C de proteína, PKC (Haas et al., 2008) 

La liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares provoca varios efectos 

como: 1) apertura de canales iónicos dependientes de Ca2+ que promueven 

la despolarización neuronal; 2) activación del intercambiador sodio/calcio 

(NCX), que también provoca despolarización de neuronas como las del 

núcleo supraóptico; 3) formación de óxido nítrico (NO); 4) síntesis de 

monofosfato cíclico de guanosina (GMPc); y 4) apertura de canales de K+ de 

conductancia pequeña que promueven hiperpolarización en las células 

gliales y en las neuronas piramidales del hipocampo, disminuyendo la 

excitabilidad y el disparo neuronal. El RH1 se distribuye ampliamente en el 

cerebro de los mamíferos, siendo las regiones relacionadas con el control 

neuroendocrino, conductual y nutricional las que presentan una mayor 

densidad del receptor como el hipotálamo, los núcleos aminérgicos y 

colinérgicos del tallo cerebral, el tálamo y las láminas III y IV la corteza 

cerebral (Haas y Panula, 2003; Molina-Hernández et al., 2012). 

1.1.2 Receptor a histamina H2 (RH2) 

El RH2 es una proteína de 358 y de 359 aa en la rata y en el humano, 

respectivamente. El receptor está acoplado a proteínas Gαs, por lo que su 

activación aumenta la actividad de las adenilil ciclasas (ACs), que forman  

3´-5´-monofosfato cíclico de adenosina (AMPc). Este segundo mensajero 

estimula a la cinasa A de proteínas (PKA), que activa diversas proteínas, 

como CREB (del inglés, cAMP-response element-binding protein), modula 

canales catiónicos activados por hiperpolarización, y reduce las corrientes de 

K+ activadas por Ca2+ responsables del disparo neuronal que sigue a la 

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

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

cerebro, aunque la mayor densidad del receptor se encuentra en los ganglios 
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basales, la amígdala, el hipocampo y en las láminas I-III de la corteza 

cerebral (Arrang, et al., 1995; Sadek et al., 2016). 

1.1.3 Receptor a histamina H3 (RH3)  

El RH3 se expresa únicamente en las neuronas como auto o heteroreceptor y 

se distribuye de manera heterogénea en áreas que reciben proyecciones 

histaminérgicas, existiendo una alta densidad en la corteza cerebral, el 

hipocampo, la amígdala, el núcleo accumbens, el neoestriado, el tubérculo 

olfatorio, el cerebelo, la sustancia negra y el tallo cerebral (Pollard, et al., 

1993; Ryu, et al., 1995). 

La activación de autorreceptores localizados en las dendritas y en los axones 

de las neuronas del NTM inhibe el disparo neuronal y la síntesis y la 

liberación de HA. Como resultado del procesamiento alternativo del ARN 

mensajero (ARNm) precursor del RH3 existen diferentes isoformas con un 

número distinto de aminoácidos (326-453 aa). En el humano y en la rata se 

han identificado 20 y 6 isoformas, respectivamente; sin embargo, no todas 

son funcionales (García-Gálvez y Arias-Montaño, 2016). 

El RH3 interactúa con proteínas Gαi/o las cuales desencadenan diferentes 

vías de señalización intracelular promoviendo los siguientes eventos:  

1) inhibición de la formación de AMPc; 2) activación de la fosfolipasa A2;  

3) inhibición de la apertura de canales de Ca2+ activados por voltaje (N y 

P/Q), lo que inhibe la liberación de neurotransmisores; 4) activación de las 

cinasas de proteína activadas por mitógenos (MAPK); 5) activación de la 

fosfolipasa C, conduciendo a la movilización de Ca2+ desde depósitos 

intracelulares; 6) inhibición del intercambiador Na+/H+; y 7) activación de 

canales de K+ rectificadores entrantes (Sadek et al., 2016; García-Gálvez y 

Arias-Montaño, 2016). 



 

8 
 

1.2 Desarrollo del sistema histaminérgico 

La HA es uno de los primeros neurotransmisores en aparecer durante el 

desarrollo del SNC de los mamíferos, lo que sugiere que esta amina podría 

participar en el neurodesarrollo. A partir del día embrionario 12 (E12) se 

puede detectar a la HA en el cerebro de los roedores, con un pico máximo 

del E14 al E16. En E20 la concentración de HA disminuye hasta cinco veces 

y alcanza la concentración basal reportada para el adulto en el prosencéfalo 

(Vanhala et al., 1994). El inicio del pico de HA coincide con el pico 

neurogénico, sugiriendo que la HA modula la neurogénesis en el cerebro 

embrionario, como lo han planteado algunos estudios in vivo e in vitro 

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

 

En el periodo E14-E18 se puede observar la presencia de un sistema 

histaminérgico transitorio, conformado por una gran población de neuronas y 

fibras inmunorreactivas a HA procedentes del mesencéfalo y del 

rombencéfalo. Durante este periodo, las neuronas inmunorreactivas a HA 

tienen una distribución espacio-temporal que coincide con la de las neuronas 

serotoninérgicas que integrarán a los núcleos del rafé. También se ha 

descrito que en esta misma región existe una subpoblación 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 conformarán el núcleo TM en el cerebro adulto, ya 

que estas últimas 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 hipotálamo a partir del E15. 

Entre E14 y E18 se detectan de manera transitoria en el puente y en el área 

tegmental ventral, y en este mismo periodo, las fibras ascienden en conjunto 
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con el haz prosencefálico medial y el tracto óptico 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 única fuente de 

HA prenatal para el SNC. Distintos órganos producen HA durante el 

desarrollo y es posible que la HA pudiera atravesar la barrera hemato-

encefálica inmadura por difusión 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 día P0, el RNAm de la HDC se 

expresa tanto en las neuronas histaminérgicas del núcleo TM como en los 

mastocitos presentes en la fisura coroidea; sin embargo, la expresión de la 

enzima en los mastocitos disminuye a partir del P2 y desaparece después 

del P5 (Lambratcht-Hall et al., 1990). 

1.3 Expresión de los receptores a histamina durante el desarrollo 

embrionario 

1.3.1 Receptor H1 (RH1) 

Kinnunen y cols. (1998) determinaron por primera vez la distribución del RNA 

mensajero (RNAm) del RH1 durante el desarrollo embrionario del SNC de la 

rata, mediante hibridación in situ. Estos investigadores reportaron la 

expresión del RH1 a partir del E14 en los núcleos del rafé, el neuroepitelio 

tectal superior, el tálamo, el funículo ventral de la medula espinal, el 

neuroepitelio ventricular y la subplaca; estas dos últimas estructuras originan 

a la corteza cerebral. 

En el E18 la señal para el RNAm del RH1 continúa 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 
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receptor. En el E20, la señal de hibridación estratificada para el RH1 

disminuye en la corteza cerebral; sin embargo, en el neuroepitelio y en la 

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

Molina-Hernández y Velasco (2008) reportaron que in vitro las células 

troncales neurales (NSC, del inglés neural stem cells) procedentes del 

neuroepitelio cortical del embrión de la rata en el E14, expresan al RNAm y a 

la proteína del RH1, y que la activación del receptor aumenta la diferenciación 

neuronal. Este trabajo mostró que la HA induce la diferenciación de una 

población de NSC a neuronas maduras, inmunorreactivas a la proteína 

asociada a microtúbulos  (MAP+) mediante la activación del RH1. 

1.3.2 Receptor H2 (RH2) 

Se ha reportado que en el cerebro de la rata la expresión del RH2 es muy 

uniforme a partir del E15. A semejanza del RH1, el RH2 se expresa en los 

núcleos del rafé rostral y caudal, pero en contraste aparece en el hipotálamo 

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 está presente en el SNC antes del E15 (Molina-Hernández y 

Velasco, 2008; Molina-Hernández et al., 2012). 

1.3.3 Receptor H3 (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 hipotálamo y en el núcleo accumbens. A 

diferencia del RH1 y del RH2, el RH3 se expresa tardíamente en la placa 

cortical y en las capas profundas de la corteza cerebral (E19). Sin embargo, 

la expresión del RH3 en este periodo coincide con la maduración 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-Hernández et al., 2012). 

1.4 Ontogenia y función del RH1 en la corteza cerebral  

Como se mencionó, el RH1 tiene una aparición temprana en el neuroepitelio 

cortical (E12), lo que sugiere que a través de su activación la HA podría estar 

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

 

Molina-Hernández y Velasco (2008) reportaron que las NSC provenientes del 

neuroepitelio cortical de la rata en E14 expresan tanto al RNAm como a la 

proteína del RH1, y que la activación de este receptor aumenta la 

diferenciación neuronal in vitro. En trabajos más recientes (Molina-Hernández 

et al., 2013; Rodríguez-Martínez et al., 2012) se ha reportado que la HA 

promueve un incremento en la concentración de Ca2+ intracelular en 

respuesta a la activación del RH1 en las NSC y que la exposición a la HA en 

la fase proliferativa del cultivo aumenta la diferenciación de las NSC a 

neuronas corticales positivas al marcador de capas profundas FOXP2 

(FOXP2+, del inglés Forkhead box protein P2). Este hallazgo se confirmó 

utilizando un modelo in vivo en el que el bloqueo farmacológico del RH1 con 

clorfeniramina en el E12 disminuyó el número de neuronas FOXP2+ en la 

corteza cerebral en desarrollo, sugiriendo que la HA es un factor neurotrófico 

que regula la diferenciación neuronal por medio del RH1 (Molina-Hernández 

et al., 2013). FOXP2 es un factor de transcripción que se expresa en las 

neuronas de proyección de las capas corticales profundas (V y VI) que ha 

sido relacionado funcionalmente con la ejecución 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 concentración 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 podría modular los procesos de proliferación y diferenciación 
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neuronal de las capas profundas de la corteza cerebral, que son 

precisamente las que se están formando en ese momento (Gaspard et al., 

2008; Molina-Hernández et al., 2012). También se ha mostrado que la HA 

incrementa el compromiso neuronal de NSC corticales al aumentar el factor 

neurogénico neurogenina1 (Ngn1) y prospero1 (Prox1), un factor de 

transcripción específico de la diferenciación glutamatérgica (Rodríguez-

Martínez et al., 2012). Estos antecedentes sugieren que la HA, mediante la 

activación del RH1, participa en la diferenciación 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 patrón de distribución laminar 

característico en la corteza cerebral tanto de la rata como del humano. En la 

rata, en P0 se detecta el RNAm del RH1 en las capas profundas de la corteza 

cerebral (V y VI), patrón similar al observado en la corteza cerebral del 

humano (Lintunen et al., 1998; Jin y Panula, 2005). A diferencia del RNAm la 

proteína del receptor RH1 se localiza principalmente en las capas intermedias 

III y IV, las cuales se caracterizan por recibir una gran inervación por parte 

del tálamo, y en las dendritas apicales de las neuronas piramidales de las 

capas profundas. La localización especifica del RH1 en la corteza cerebral 

sugiere que la HA podría regular los circuitos tálamo-corticales y cortico-

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

 

En apoyo a la hipótesis 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 

coordinación con estructuras como el hipocampo y la amígdala, 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 RH1 participa en la 
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regulación de dichas funciones corticales (Dai et al., 2007; Ambrée et al., 

2014).  

 

1.5 Diabetes Mellitus 

La diabetes es un grupo de enfermedades metabólicas que se caracterizan 

por presentar concentraciones elevadas de glucosa en sangre, debido a la 

deficiencia en la producción o acción de la insulina. De acuerdo a la 

Asociación Americana de Diabetes (ADA) y la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), la diabetes se clasifica en:  

 

a. Diabetes mellitus tipo 1 

b. Diabetes mellitus tipo 2 

c. Otros tipos específicos de diabetes 

d. 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 o no remitir después del parto. La 

prevalencia de DMG varía entre el 1 y el 17% dependiendo de la población 

estudiada y de la prueba diagnóstica utilizada. En el año 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 año 2013, el 

Instituto Nacional de Perinatología Isidro Espinoza de los Reyes (INPer) 

reportó una prevalencia del 17.2% de mujeres que padecieron DMG, siendo 

la alteración metabólica más frecuente durante el embarazo.  
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La DMG expone al feto a las concentraciones elevadas de glucosa 

plasmática 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 índice de muertes perinatales 

(Silverman et al., 1998; Garcia-Carrapato, 2003; Polanco et al., 2005; Font-

López et al., 2010). En la etapa final de la gestación la muerte intrauterina y 

perinatal es cuatro veces más 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 características metabólicas 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 precisión las características de la DMG, gran parte del 

conocimiento sobre algunos mecanismos fisiopatológicos 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 gestación, siendo 

la administración de estreptozotocina (STZ) el más utilizado. La STZ es una 

nitrosourea aislada del hongo Streptomyces achromogenes que destruye 

selectivamente a las células pancreáticas β, generando hiperglucemia e 

hipoinsulinemia. Este modelo de diabetes ha sido ampliamente utilizado en la 

rata para evaluar defectos del desarrollo embrionario temprano, la inducción 

de malformaciones, anormalidades placentarias, defectos durante el 

desarrollo fetal y la transmisión intrauterina de enfermedades metabólicas 

(Jawerbaum y White, 2010). 
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Para estudiar los efectos de la diabetes durante la gestación utilizando STZ 

se debe considerar la dosis de STZ, la especie a evaluar, la edad de los 

animales y el periodo de administración del fármaco. En particular para 

estudiar el desarrollo fetal de la rata, el fármaco se administra antes de la 

implantación del embrión, en el día 5 de gestación. De esta manera las 

alteraciones observadas en los embriones serán consecuencia de la 

hiperglucemia materna (López-Soldado y Herrera, 2003). Se ha reportado 

que la administración de una sola dosis de 50 mg/kg de STZ durante la 

gestación produce hiperglucemia severa (>200 mg/dL) que se mantiene 

durante toda la gestación, y de esta forma se obtiene de manera simple un 

modelo animal de diabetes materna. Una desventaja de este modelo es que 

la destrucción irreversible de las células pancreáticas β lo hace más 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 número 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 prosencefálico que incluyen engrosamiento y fusión del 

telencéfalo ventral en E11.5, así como un aumento en la expresión de 

factores de transcripción que regulan la diferenciación 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 diferenciación neuronal en las regiones ventral y dorsal del 

telencéfalo en E11.5, evento relacionado con un aumento en la expresión 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 organización de los circuitos hipotalámicos que 
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regulan el balance energético de las crías. A nivel central, en las neuronas 

que integran al núcleo arqueado de los productos de la ratona diabética 

presentaron resistencia a la leptina, además de una menor densidad de 

fibras que proyectan de esta región al núcleo paraventricular. Estos núcleos 

forman parte de una compleja red neuronal que regula el metabolismo 

energético y la conducta alimentaria, razón 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 encontró que los 

embriones de madres diabéticas además de presentar neurogénesis 

incrementada como lo reportaron Fu y cols. (2006), presentan un aumento en 

la concentración de HA en E14 y en la expresión del RH1 en el prosencéfalo 

dorsal en E12 (Solís et al., 2016). Los efectos de la HA reportados in vivo e in 

vitro, en conjunto con los cambios en la expresión del RH1, el nivel de HA y la 

neurogénesis durante el desarrollo cortical en el modelo de DMG en la rata, 

sugieren la participación de la HA y del RH1 en la formación 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 gestación, lo que podría generar disfunciones cognitivas debido a que en 

este periodo tienen lugar la mayoría de los eventos que originan a la corteza 

cerebral, como la migración y la diferenciación neuronales necesarias para la 

formación 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 años de edad de 

madres que presentaron DMG tuvieron un menor desempeño en tareas 

verbales y un menor dominio de la motricidad fina y gruesa, concluyendo que 

la DMG puede inducir un ligero déficit neurológico a largo plazo en los hijos 

de madres diabéticas. Recientemente Bolaños y cols. (2015) realizaron un 

estudio en el que se evaluó el neurodesarrollo de niños de 7-9 años de edad 

cuyas madres presentaron DMG. Se reportó que los hijos de madres 

diabéticas presentaron en promedio un menor IQ (96.8) en comparación con 

el grupo control (102.5). También se encontró que estos niños presentaron 

una pobre ejecución en tareas gráficas y viso-espaciales, así como en 

actividades que requieren del uso de la memoria de trabajo, considerada un 

tipo de memoria a corto plazo, que resulta de la coordinación adecuada de la 

corteza prefrontal y del hipocampo. Estos estudios sugieren que la DMG 

alteró el proceso normal de maduración de estas estructuras, generando un 

déficit neurológico, si bien menor, en los hijos de madres diabéticas. 



 

18 
 

2. Justificación  

 

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 ejecución en tareas gráficas 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 concentración de 

HA en esta misma región en E14, lo que sugiere que la desregulación del 

sistema histaminérgico en la corteza cerebral embrionaria podría generar 

cambios en la citoarquitectura cortical de los productos.  

 

Dado que la activación del RH1 aumenta la diferenciación de las neuronas 

corticales FOXP2+ de la capa VI, la cual expresa al RH1, se propone que la 

HA favorece la diferenciación prematura de dicho linaje neuronal, lo que 

podría generar cambios discretos pero persistentes en esta lámina cortical 

que se reflejarían en el perfil de expresión del RH1 cortical en el estadio  

post-natal.  

 

Por lo anterior, el propósito de la presente tesis fue evaluar el efecto de la 

diabetes materna en el perfil de expresión del RH1 y en el nivel de HA cortical 

en neonatos en el día 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 utilizó un modelo de diabetes materna en la rata, inducido por la 

administración sistémica de estreptozotocina (STZ). 
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3. Hipótesis  

 

La diabetes materna modifica el nivel de histamina y la expresión 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 

expresión del RH1 en la corteza cerebral frontal de los productos en el día 

post-natal 0 (P0). 

 

4.2 Objetivos específicos 

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

corteza cerebral frontal de los productos (P0). 

 

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

RH1 en la corteza cerebral frontal de los productos (P0).  

 

3. En su caso, determinar si los cambios en el nivel de HA y la 

expresión del receptor RH1 en la corteza cerebral frontal de los 

productos (P0) son prevenidos por el bloqueo farmacológico del 

receptor RH1 durante la formación de las capas profundas de la 

corteza cerebral (E12-E14).  
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5. Métodos 

Para abordar los objetivos antes mencionados, se diseñó la siguiente 

estrategia experimental.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial 

Mexicana para la Producción, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

(NOM-062-ZOO-1999). Se utilizaron ratas hembra adultas (Wistar, 230-300 

g), las cuales se mantuvieron en condiciones de temperatura constante (22 ± 

2⁰C) y ciclo luz:oscuridad de 12:12 h, así como agua y alimento ad libitum. 

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

caja-habitación durante la fase oscura. A la mañana siguiente se determinó la 
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presencia de espermatozoides y células cornificadas en un frotis vaginal 

(Marcondes et al., 2002); este punto se consideró como E0.5, y las hembras 

fueron separadas del macho y colocadas en cajas individuales en donde 

permanecieron durante toda la gestación.  

Cinco días posteriores a la cópula (E5), el grupo diabético recibió una dosis 

única de STZ (50 mg/kg) disuelta en solución de citratos (pH 6.4) por vía 

intraperitoneal (ip), mientras que al grupo control únicamente se administró el 

vehículo. La glucemia fue determinada en ambos grupos 48 h después de la 

inducción, utilizando una gota de la sangre obtenida por punción de la vena 

caudal y un glucómetro electrónico (ACCU-CHEK, Roche, Basilea, Suiza). Se 

consideró 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 sólo se incluyeron 

a las ratas inyectadas con vehículo 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 vehículo (agua inyectable). Los tratamientos 

fueron administrados del día E12 al E14, para un total de cuatro grupos 

experimentales con un tamaño de muestra (n) mínimo de tres hembras 

gestantes: Control (Ctrl), Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor), Diabético (Db) 

y Diabético + Clorfeniramina (Db+Clor). 

Las crías de todos los grupos experimentales fueron sacrificadas dentro de 

las primeras 12 h después del nacimiento (P0). Para la determinación de la 

HA y los ensayos de unión y de expresión del RH1, las ratas (P0) fueron 

sacrificadas por decapitación y se extrajo el cerebro para disecar la corteza 

frontal.  
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5.1 Determinación 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 homogenizó en 100 μL de solución 

salina amortiguada con fosfatos (PBS) a 4°C utilizado un homogenizador 

(Polytron® PT 2100 Homogenizers, Kinematica, Lucerna, Suiza). El 

homogenado se centrifugó a 10,500xg durante 5 min a 4°C, y se recuperó el 

sobrenadante.  

Para la preparación y acilación de las muestras, se tomaron 25 μL de la 

muestra, 25 μL del estándar y 25 μL de los controles, se colocaron en los 

pozos respectivos de la placa de reacción y se agregaron 25 μL de la 

solución de acilación. Se incubó por 45 min con agitación (20-25°C), y 

posteriormente se tomaron 25 μL de la muestra, 25 μL del estándar y 25 μL 

de los controles acilados y se colocaron en los pozos correspondientes de 

las tiras de microtitulación para histamina; se agregaron 100 μL del antisuero 

contra histamina (generado en cabra) a todos los pozos y se incubó durante 

20 h con agitación (20-25°C).  

Una vez alcanzado el equilibrio, se eliminó el contenido de cada pozo, y se 

lavó cuatro veces con la solución de lavado. Se secó la placa en posición 

invertida sobre papel absorbente, se añadieron 100 μL del conjugado de la 

enzima (inmunoglobulinas anti cabra generadas en conejo y conjugadas con 

peroxidasa) a todos los pozos y se incubó durante 30 min con agitación (20-

25°C); se eliminó el contenido de cada pozo, y se lavó cuatro veces con la 

solución de lavado. Se secó la placa en posición invertida sobre papel 

absorbente, se añadieron 100 μL de TMB (3,3,5,5-tetrametilbencidina) como 

sustrato de la reacción colorimétrica y se incubó durante 30 min con 

agitación (20-25°C).  

La concentración de HA se determinó 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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determinó a 495 nm de longitud de onda en un sistema de detección múltiple 

(GloMax®, Promega, Madison, EU). El rango de detección reportado es  

0.3- 125 ng/ml. Los resultados fueron normalizados con base en la cantidad 

(μg) de proteína presente en cada muestra, determinada por el método de 

Bradford (Friedenauer y Berlet 1989; Bradford, 1976). 

5.2 Determinación de la expresión del RH1    

5.2.1 Extracción de RNA total y RT-qPCR 

Después de su disección, 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 extracción de RNA total se siguió el protocolo indicado por el 

proveedor. El tejido fue homogenizado utilizando jeringas de insulina, se 

incubó durante 15 min a 30°C, se agregaron 200 μL de cloroformo, se agitó 

vigorosamente durante 15 s y se incubó por 3 min a 30°C. Se centrifugó a 

1,700xg durante 15 min a 4°C y la fase superior de cloroformo se transfirió a 

un tubo de 1.5 mL, al que se le adicionaron 500 μL de isopropanol; se agitó 

vigorosamente durante 15 s y se incubó a 30°C durante 10 min. Se 

centrifugó a 11,000xg durante 10 min a 4°C; se retiró el sobrenadante y se 

realizaron dos lavados por centrifugación 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 dejó 

secar durante toda la noche a temperatura ambiente. 

El RNA total fue resuspendido en 20 μL de agua libre de RNAsas y se incubó 

durante 10 min a 60°C; se cuantificó y se determinó la integridad del RNA por 

la presencia de los RNAs ribosomales 18S, 28S y 5S, mediante la 

electroforesis de 1 μL del RNA total en geles de agarosa al 2% (Chomczynski 

y Sacchi, 1987). 

Para las reacciones de retrotranscripción (RT) se utilizó 1 μg de RNA total, 

en presencia de 0.5 μg de hexámeros aleatorios, 1 mM de la mezcla de 
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dinucleótidos trifosfatados (dNTPs), 2 μL de solución amortiguadora de 

retrotranscripción (10x), 0.5 μL de inhibidor de ribonucleasas (40 U/μL), 4 μL 

de MgCl2 (25 mM) y 15 U de la enzima AMV Retrotranscriptasa (Promega, 

Madison, EU). La mezcla se llevó a un volumen final de 20 μL con agua libre 

de RNAsas y fue incubada por 60 min a 42°C. La reacción se inactivó 

durante 5 min a 95°C y el ADN complementario (ADNc) fue mantenido a  

-20°C hasta su uso.  

Una vez verificado el tamaño del producto esperado por PCR de punto final y 

establecidos los rangos dinámicos para el RH1 y el gen normalizador GAPDH 

(gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa), se utilizaron 100 ng de cDNA, 10 

pmoles de cada oligonucleótido y una mezcla comercial “master mix KAPATM  

Syber Fast® qPCR (KAPA, Bartlesville, EU) para un volumen final de 20 μL. 

Las secuencias de los oligonucleótidos (orientación 5´-3´) fueron las 

siguientes (Molina-Hernández et al., 2008):  

RH1 sentido:    CTTCTACCTCCCCACTTTGCT,  

RH1 anti-sentido:   TTCCCTTTCCCCCTCTTG;  

GAPDH sentido:   GGACCTCATGGCCTACATGG,  

GAPDH anti-sentido:  CCCCTCCTGTTGTTATGGGG. 

La reacción se llevó a cabo con un periodo inicial de desnaturalización por 10 

min a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalización por 10 s a 95°C, de 

alineación durante 15 s a 56°C para el RH1 y a 58°C para GAPDH, y de 

extensión por 20 s a 72°C. Al finalizar la reacción se realizaron curvas de 

desnaturalización para asegurar la amplificación de un solo producto (Kubista 

et al., 2006). Los resultados fueron analizados utilizando el método de 

expresión relativa 2-ΔΔCT, calculando el ΔCT, que es ciclo umbral (CT) de 

cada muestra normalizado con el obtenido para GAPDH (ΔCT = CTmuestra - 

CTGAPDH) mientras que el ΔΔCT corresponde al ΔCT del grupo experimental 

menos el ΔCT del grupo control. 
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5.2.2 Ensayo de unión a radioligando ([3H]-mepiramina) 

Se utilizó la preparación de membranas totales de la corteza frontal de ratas 

P0. El tejido se homogenizó en 10 mL de solución de lisis (Tris-HCl 10 mM, 

EGTA 1 mM, pH 7.4) y se centrifugó a 20,000xg durante 20 min a 4°C. La 

pastilla (membranas totales) se resuspendió en 400 μL de solución de 

incubación (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4). Se utilizó la corteza cerebral de ratas 

adultas como control positivo. 

La unión total del radioligando al receptor se determinó en un volumen final 

de 100 μL, con [3H]-mepiramina (10 nM) y membranas totales (20 g). La 

unión no específica se determinó en presencia de 10 μM de mepiramina. Se 

incubó 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 determinó por 

centellometría, la unión específica se calculó restando la unión no específica 

de la unión total y los resultados fueron normalizados con base en el 

contenido de proteína, cuantificado por el método del ácido bicinconínico 

(ensayo BCA; Smith et al., 1985).   

5.3 Análisis de resultados 

Para los datos que cumplieron con los criterios de normalidad y 

homogeneidad de varianzas necesarios para realizar un análisis estadístico 

paramétrico, se usó la prueba de ANOVA de una vía seguida de la prueba 

post-hoc DHS de Tukey; el nivel de significancia estadístico fue establecido 

en P < 0.05. Para aquellos datos que no cumplieron con los criterios para 

realizar un análisis estadístico paramétrico, se usó la prueba no paramétrica 

de Kruskal-Wallis, y el nivel de significancia estadístico fue también 

establecido en P < 0.05. El análisis estadístico se realizó con el programa 

Prism versión 5 (Graph Pad). 
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6. Resultados 

6.1 Establecimiento del modelo de diabetes materna 

6.1.1 Inducción en ratas gestantes 

Con el propósito de determinar si en nuestro modelo de diabetes materna se 

indujo una hiperglucemia mayor a 200 mg/dL, que corresponde a diabetes 

severa, se registró el nivel de glucosa en sangre de las ratas gestantes 48 h 

después de la administración de STZ o del vehículo, y post-parto para 

establecer si la hiperglucemia se mantenía hasta dicho momento.  

Cuarenta y ocho h después de la administración de STZ o del vehículo, 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 estándar, 

s.e.m.), mientras que las ratas de los grupos Ctrl y Ctrl+Clor a las que se les 

administró el vehículo 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 administró el 

vehículo (grupos Ctrl y Ctrl+Clor) mostraron glucemias de 102 ± 7 y 108 ± 6 

mg/dL, respectivamente (Tabla 1).  

6.1.2 Glucemia de los neonatos 

Los neonatos (P0) 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 estadísticamente 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 

 

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

Grupo n Glucemia 48 h 
( mg/dL ) 

Glucemia post-parto  
( mg/dL ) 

Ctrl 7 107 ± 4 102± 7 

Db 7 405 ± 24 401 ± 70 

Ctrl + Clor 6 105 ± 3 108± 6 

Db + Clor 5 412 ± 68 432 ± 82 
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6.1.3 Tasa de natalidad y mortalidad de las crías 

A fin de determinar si en el modelo de DMG aumentaba la mortalidad de los 

productos al nacimiento (P0), se contabilizó el número total de crías (tamaño 

de la camada), y se identificó a las crías que nacieron vivas o muertas. 

En las crías de las ratas diabéticas (Db) se observó un mayor índice de 

mortalidad intrauterina, en comparación con los productos de las ratas Ctrl;  

las ratas diabéticas que recibieron clorfeniramina (Db+Clor) presentaron un 

menor número de productos muertos en comparación con las madres 

diabéticas (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Natalidad y mortalidad de las crías por condición 

Grupo Camadas Crías por camada 

(total) 

Crías vivas  

(total) 

Crías muertas 

(total) 

Ctrl 7 12.1 ± 1.5 

(69) 

12.0 ± 1.5 

(68) 

0.14 ± 0.14 

(1) 

Db 7 11.3 ± 2.0 

(79) 

7.4 ± 2.2 

(52) 

3.9 ± 0.7a 

(27) 

Ctrl + Clor 6 13.5 ± 0.7 

(81) 

13.3 ± 0.5 

(80) 

0.2 ± 0.2 

(1) 

Db + Clor 5 9.8 ± 2.3 

(49) 

8.2 ± 2.6 

(41) 

1.6 ± 1.6b 

(8) 

 
 
Control (Ctrl); Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético + 
Clorfeniramina (Db+Clor). Los valores corresponden al promedio ± error estándar 
(s.e.m) del número total de crías indicado entre paréntesis. aP < 0.001 vs Ctrl; bP < 
0.05 vs Db; ANOVA de una vía 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 registró cada 24 h a partir del E1 y hasta 

el E21. Para determinar la ganancia de peso por día se tomó 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 observó que las ratas del grupo Ctrl+Clor mostraron 

una mayor ganancia de peso al final de la gestación con respecto a los 

grupos Ctrl y Db+Clor. El grupo Db+Clor únicamente presentó 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 gestación.  Se registró el peso 
corporal de las hembras gestantes por condición 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 número de ratas 
indicado. aP < 0.05 vs Ctrl; bP < 0.05 vs Ctrl+Clor; cP <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 crías 

El peso cerebral y corporal de las crías en P0, fue menor en los neonatos de 

los grupos Db y Db+Clor con respecto a los neonatos de los grupos Ctrl y 

Ctrl+Clor. Los neonatos del grupo Db+Clor presentaron un peso corporal y 

cerebral menor con respecto al grupo Ctrl, pero mayor en relación al grupo 

Db (Tabla 3). 

 

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

 

Control (Ctrl); Diabético (Db); Control + Clorfeniramina (Ctrl+Clor); Diabético + 
Clorfeniramina (Db+Clor). Los valores corresponden al promedio ± s.e.m. aP < 0.01 
vs Ctrl y Ctrl+Clor; bP <0.01 vs Db+Clor. El análisis estadístico se realizó 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 crías 

recién nacidas (P0) no fueron significativamente diferentes entre los cuatro 

grupos.  

Grupo Camadas Crías Peso del 
cerebro (mg)  

Peso corporal 
(g) 

Ctrl 7 44 255 ± 3 6.2 ± 0.1 

Db 7 32 207 ± 4a,b 5.0 ± 0.1a,b 

Ctrl + Clor 6 31 251 ± 4 6.1 ± 0.1 

Db + Clor 5 27 229 ± 4a 5.7 ± 0.1a 
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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 número 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 triplicado. Ninguno de los valores fue estadísticamente 

diferente del control (ANOVA y prueba de Dunnett). 

 

6.3 Expresión del RNAm del RH1 

Con el propósito de analizar los posibles cambios en el nivel del RNAm del 

RH1 en las crías en P0, se empleó inicialmente la técnica de PCR de punto 

final. La Figura 6 muestra la electroforesis de los productos en geles de 

agarosa que confirmó la amplificación de una solo banda próxima al estándar 

de DNA de 300 pares de bases (pb), y que corresponde al tamaño esperado 

(292 pb) para  la amplificación específica del RNAm del RH1. 
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Figura 6. Expresión 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) Amplificación del producto esperado (292 pb) para el RH1. B) Amplificación 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); cn1, control negativo con todos los 
componentes de la reacción excepto cDNA;  cn2, control negativo con RNA; PB, 
marcadores estándar de DNA.  

 

6.3.1 Rangos dinámicos y validación del método 2-CT  

Para determinar la expresión del RNAm del RH1 por PCR cuantitativa 

(qPCR), se establecieron los rangos dinámicos de amplificación para 

establecer la eficiencia, la especificidad y el umbral de fluorescencia para el 

análisis de qPCR. Para los rangos dinámicos de la amplificación 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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amplificación fue 1.05 para RH1 y 1.01 para GAPDH, implicando una eficacia 

de la amplificación muy cercana al 100%. Al final de las reacciones de qPCR 

se realizaron curvas de fusión en las que se obtuvo un solo pico de 

amplificación, indicando la amplificación de un solo producto de PCR y por lo 

tanto una cuantificación confiable (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Rangos dinámicos de la amplificación del RNAm de GAPDH y RH1. 
Se muestran las curvas de amplificación en escala exponencial para los rangos 
dinámicos de GAPDH (A) y RH1 (B). La línea roja representa el umbral de 
fluorescencia establecido en cada caso. El ciclo umbral para cada concentración de 
DNAc empleada es aquel en el que interceptan la línea roja y la curva de 
amplificación con respecto al eje de las abscisas (ciclo). Se muestran también la 
eficacia de la reacción para GAPDH (C) y RH1 (D), y las curvas de fusión para la 
amplificación de GAPDH (E) y RH1 (F), en las que se observa un solo pico indicando 
la amplificación de un solo producto de PCR. 

 



 

34 
 

Adicionalmente, a partir de los rangos dinámicos se validó la expresión del 

RNAm para RH1 y GAPDH, utilizando el método reportado por Livak (1997 y 

2001). Este método se basa en graficar el CT obtenido para cada producto 

contra la concentración de DNAc empleada en los rangos dinámicos 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 análisis (Livak y Schmittgen, 2001). 
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Figura 8. Validación del método 2-CT por el método de Livak et al., 1997. 

Gráfica de los valores de CT obtenidos para cada rango dinámico en relación al 

logaritmo de la concentración de DNAc. Los puntos corresponden a los valores de  

CT para cada concentración de DNAc empleada. La recta es el ajuste lineal de los 

puntos con pendiente (m) < 0.1. 

 

6.3.2 qRT-PCR  

El análisis por qRT-PCR reveló un aumento significativo en el nivel de 

expresión del RNAm del RH1 en el grupo Db de 3.20  0.46 veces en 

comparación con el grupo Ctrl. De manera relevante el tratamiento con 

clorfeniramina (Db+Clor) previno este efecto (Figura 9). Aunque se observó 
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una disminución del RNAm del RH1 en el grupo tratado con clorfeniramina 

(Ctrl+Clor) con respecto al valor control, este efecto no fue estadísticamente 

significativo (Figura 9). 
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Figura 9. Efecto de la diabetes gestacional y el tratamiento con clorfeniramina 

en el nivel de expresión del RNAm del RH1 en ratas neonatas (P0). Los valores 

se expresan en relación a la expresión control (1) y son el promedio ± s.e.m. del 

siguiente número de experimentos: Ctrl,  5; Db, 5; Ctrl+Clor, 4; Db+Clor, 4.  **P 

<0.001, ***P < 0.001, ****P < 0.0001; ANOVA de una vía y prueba DHS de Tukey. 

Para cada experimento se realizaron determinaciones por triplicado.  

 

6.4 Ensayos de unión para el RH1 

Para determinar la densidad membranal del RH1 en la corteza frontal de los 

neonatos control se realizaron ensayos de unión con el radioligando marcado 

[3H]-mepiramina utilizando membranas totales. 

Inicialmente se determinó la densidad de receptores en diferentes edades 

postnatales, y los ensayos mostraron la presencia del RH1 en la corteza 

frontal de las crías P0, P2, P5 y P7 con una unión específica de 44 ± 6, 63 ± 
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14, 24 ± 4 y 37 ± 4 fmol/mg proteína, respectivamente, mientras que en la 

corteza frontal de ratas adultas, usada como control positivo, se obtuvo una 

densidad de 118 ± 15 fmol/mg proteína (Figura 10). 
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Figura 10. Unión especifica de [3H]-mepiramina en membranas de la corteza 

frontal. Se muestra la densidad de receptores en el tejido de ratas neonatas (P0, 

P2, P5 y P7). Los valores corresponden al promedio ± s.e.m. del siguiente número 

de experimentos: P0, 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 unión específica de [3H]-mepiramina a las 

membranas totales obtenidas de la corteza frontal de los neonatos P0, 

mostró un aumento significativo en la densidad del RH1 en el grupo Db (85 ± 

6 fmol·mg proteína) en comparación con el grupo Ctrl (30 ± 10 fmol·mg 

proteína) como se ilustra en la Figura 11. El tratamiento con clorfeniramina 

(Ctrl+Clor) no afectó 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 unión especifica de [3H]-mepiramina en membranas de la 

corteza frontal de ratas neonatas (P0). La unión del radioligando se expresa como 

fmol·mg proteína y los valores corresponden al promedio ± s.e.m. del siguiente 

número 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 vía y prueba DHS de Tukey.  
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7. Discusión  

La diabetes gestacional es un problema de salud pública. De acuerdo a la la 

Federación 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 algún tipo de 

hiperglucemia durante la gestación, 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 área 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; Bolaños et al., 2015). La permanencia de algunas de 

estas alteraciones en la vida adulta condujo a la idea de “programación 

intrauterina” de algunas enfermedades con la participación predominante de 

factores ambientales, más que genéticos (Polanco et al., 2005). 

Modelo de diabetes gestacional en la rata  

En el presente trabajo se desarrolló un modelo de diabetes durante la 

gestación en la rata administrando una sola dosis de STZ (50 mg/kg; ip) en el 

día E5. En este modelo se establecieron las características generales que 

corresponden a algunos de los modelos animales de este tipo:  

1) hiperglucemia materna y en las crías; 2) menor ganancia de peso de la 

hembra gestante (E10-E21); 3) aumento en la mortalidad intrauterina de las 

crías;  y 4) un menor peso cerebral y corporal de las crías 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 cópula genera una 

hiperglucemia exacerbada durante la gestación que influye en el desarrollo 

embrionario y en el periodo post-natal de las crías. Algunos autores sugieren 

que la inducción de diabetes entre E0 y E5 permite generar un modelo que 
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reproduce algunas características 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 gestación, las ratas 

diabéticas presentaron una menor ganancia de peso, aunque el consumo de 

alimento durante la gestación fue mayor en comparación con el grupo 

control. En nuestro modelo la inducción de diabetes con STZ (50 mg/kg, ip) 

se realizó en el E5, comprendido en el periodo de pre-implantación, y aunque 

la ganancia de peso disminuyó 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 

inducción de diabetes con STZ (50 mg/kg) en E5, y observaron una 

disminución en el peso de las hembras en E15 así como un peso similar al 

del grupo control al final de la gestación. 

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 metabólicas causadas por la hiperglucemia 

e hipoinsulinemia, así como del aumento en el número 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 

únicamente en los grupos de 35 y 50 mg/kg se presentó una reducción en la 

ganancia de peso durante la gestación y que los fetos de 20 días del grupo 

de 50 mg/kg  mostraron hiperglucemia al nacimiento. 

En nuestro estudio obtuvimos un índice de mortalidad de 34.5 ± 6.2% en los 

productos de madres diabéticas en P0, que concuerda con lo reportado por 
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Salazar y cols. (2015), así como la presencia de hiperglucemia en P0. 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 relación a las crías 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 ratón. Los autores señalan que la inhibición 

farmacológica del RH1 que se expresa en las células del islote pancreático 

puede genera un mejor control metabólico. 

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 gestación no mostró una disminución en las ratas gestantes; sin 

embargo, el efecto observado en sus productos es evidente, lo que sugiere 

una mejoría metabólica promovida por el antagonista del RH1 con 

repercusiones postnatales que no han sido reportadas.  

Efecto de la diabetes gestacional en el nivel de histamina y la expresión 

del RH1  

El propósito principal de este trabajo fue determinar el efecto de la diabetes 

gestacional en el nivel de histamina y la expresión del RH1 en la corteza 

cerebral frontal de los productos en el día post-natal 0 (P0). 

Como primer objetivo particular se planteó cuantificar el nivel de HA en la 

corteza frontal de los productos en P0, ya que como se describió con 

anterioridad los embriones E14 de ratas diabéticas presentan un aumento 

anormal en la concentración de HA en el neuroepitelio cortical en 

comparación 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 núcleo TM como en los mastocitos presentes 

en la fisura coroidea, y estos últimos 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 expresión 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 

estadísticamente significativas en el nivel de HA en el grupo diabético en 

comparación con los demás grupos en P0. 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 sería 

importante evaluar el nivel de HA en esta edad. 

Como segundo objetivo particular de esta tesis se planteó cuantificar la 

expresión del receptor RH1 en la corteza frontal de los productos (P0) de 

ratas control y diabéticas, ya que como se describió en la introducción, los 

embriones E12 de ratas diabéticas presentan un aumento en la expresión del 

RH1 tanto a nivel de proteína como a nivel de RNAm en el neuroepitelio 

cortical que coincide con el inicio de la formación de las capas profundas (V y 

VI) de la corteza cerebral, además de presentar un aumento en la 

diferenciación neuronal (Fu et al., 2006). 

Utilizando la técnica de hibridación in situ Lintunen y cols. (1998) reportaron 

que en la rata neonata a partir de P0 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 unión con el radioligando [3H]-mepiramina, nosotros 

encontramos que el RNAm y la proteína de RH1 se encuentran aumentados 

en la corteza frontal de las crías diabéticas en comparación con las del grupo 

control. 

Entre los mecanismos que regulan la expresión del RH1 está 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 expresión de la proteína activadora de factores de transcripción (AP-1) y 

de la proteína 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 unión de AP-1 al 

ADN en células de riñón (Wilmer y Cosio, 1998; Deng, et al., 2014) y que la 

expresión de AP-1 se encuentra aumentada en biopsias placentarias de 

mujeres con diabetes gestacional (Radaelli et al. 2003). En nuestro estudio 

las crías del grupo diabético presentaron hiperglucemia severa en P0 (>200 

mg/dL), por lo que en la corteza cerebral del neonato diabético el ambiente 

hiperglucémico podría aumentar la expresión y/o la activación de AP-1 y 

promover la transcripción del RH1. 

Otro mecanismo de regulación de la expresión 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 RH1.  

En esta tesis la administración de clorfeniramina durante la fase de 

neurogénesis de las capas profundas de la corteza cerebral previno el 

aumento en la expresión del RH1 en P0, y en un estudio reciente de nuestro 

laboratorio se encontró 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 número de neuronas se 

refleja en una mayor expresión del RH1. Esta hipótesis será analizada en 

estudios posteriores.   

Los ensayos de unión 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, además de P0. Aunque en estas edades se presenta 

una menor densidad del RH1 en comparación con la observada en la corteza 

frontal de la rata adulta, por medio de estos ensayos fue posible determinar 
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su expresión. Se había reportado una muy baja expresión del RNAm del RH1 

en la corteza cerebral en P0, pero no se había reportado la presencia del 

RH1 a nivel de proteína en esta estructura, por lo que será importante 

emplear otra técnica como la inmunodetección (Western Blot) para confirmar 

este hallazgo.  

El correcto desarrollo de las estructuras que componen al SNC depende de 

la sincronía de múltiples procesos celulares, que en gran medida son 

dirigidos por factores ambientales. La unión específica del radioligando en 

preparaciones membranales de la corteza frontal de la rata (P0) sugiere que 

el RH1 es funcional; sin embargo, se desconoce aún la función de la HA y del 

RH1 en el desarrollo post-natal de la citoarquitectura cortical y cuáles serían 

las consecuencias funcionales del aumento de la expresión del receptor. 

Adicionalmente, se desconoce si la localización laminar del RH1 coincide con 

la reportada para la corteza cerebral del adulto (capas intermedias III y IV), 

por lo que es necesario continuar la evaluación 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 día 5 de gestación.  

 

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

cerebral frontal de las ratas neonatas (día P0). 

 

3. La diabetes materna aumenta la expresión del RNAm del RH1 y la 

densidad del receptor en la corteza frontal de las ratas neonatas (P0).  

 

4. El aumento en la expresión del RH1 en la corteza frontal de las ratas 

neonatas (P0) de madres diabéticas fue prevenido por el bloqueo 

farmacológico del receptor durante el periodo de formación de las 

capas profundas V y VI (E12-E14). 
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9. Perspectivas  

 

1. Corroborar por inmunodetección (Western Blot), la expresión del RH1 

en la corteza cerebral frontal de las ratas neonatas (P0) de madres 

control y diabéticas.  

 

2. Determinar la co-localización del RH1 con el marcador de capas 

profundas FOXP2 en la corteza frontal de las ratas neonatas (P0) de 

madres control y diabéticas. 

 

3. Determinar el efecto de la diabetes materna en el nivel de histamina y 

la expresión del RH1 en la corteza frontal de los neonatos en el día 

post-natal 5 (P5). 

 

4. Determinar si existen cambios anatómicos y funcionales en la 

inervación post-natal de las capas profundas de la corteza frontal de 

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