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Introduccion

La diabetes gestacional (DMG) es una alteracibn metabdlica caracterizada por
hiperglucemia materna, que puede generar complicaciones tanto para la madre
como para el feto. Entre sus consecuencias se encuentran un mayor riesgo de
preeclampsia, hipertensién inducida por el embarazo y partos por cesarea (Landon
et al., 2009). Ademas, la exposicion intrauterina a la hiperglucemia ha sido
identificada como un factor de riesgo para la obesidad infantil y alteraciones
metabdlicas a largo plazo (Dabelea, 2007; Damm, 2009). Se ha reportado que la
DMG podria influir en ciertos dimorfismos sexuales fetales, particularmente en los
niveles de leptina y adiponectina en el cordon umbilical, aunque el impacto de esta
condicion en la diferenciacion sexual aun no esta completamente definido (Basu et
al., 2009; Yang et al., 2020). El dimorfismo sexual es una caracteristica presente en
muchas especies de mamiferos y se refiere a las diferencias morfolégicas entre
machos y hembras, que se establecen en etapas tempranas del desarrollo. Estas
discordancias surgen a partir de la diferenciacién del hipotalamo en periodos criticos
especificos, que incluyen la fertilizacion, el desarrollo gonadal y la diferenciacion
cerebral. Durante estos periodos, los cambios morfolégicos son inducidos por
eventos fisioldgicos complejos que coordinan el desarrollo celular y aseguran que el
comportamiento del organismo esté alineado con su fenotipo y genotipo gonadal,
promoviendo el éxito reproductivo en la adultez (Wilson & Davies, 2007; McCarthy,
de Vries & Forger, 2017; Mazzei, 2023). A nivel cerebral, se han identificado
diferencias estructurales en regiones clave como el nucleo sexualmente dimorfico
(SDN) y el nucleo periventricular anteroventral (AVPV), que desempefian un papel
crucial en la regulacion hormonal y reproductiva (Herbison, 2008; Gregor, 2011). Las
hormonas gonadales tienen un papel fundamental en la regulacion de
comportamientos diferenciados entre sexos, promoviendo la masculinizacion a
través de la formacion de circuitos neuronales especificos y la desfeminizacion
mediante la eliminacidn de aquellos circuitos que responden a hormonas ovaricas
(Arnold et al., 2004; Gegenhuber, 2020). La testosterona secretada por los testiculos
durante el periodo perinatal es el principal factor de masculinizacion cerebral, ya que
se convierte localmente en estradiol a través de la accion de aromatasas en

regiones especificas. Este estradiol interactia con receptores de estrogenos vy



androgenos, regulando la transcripcion génica y determinando diferencias
funcionales en el cerebro adulto (Negri, et al., 2008; DeVries & Simerly, 2002;
O'Malley & Tsai, 1992). Ademas, los efectos organizativos de las hormonas
gonadales en el desarrollo prenatal y postnatal tienen consecuencias irreversibles
en la adultez, influyendo en la reactividad al estrés y en la susceptibilidad diferencial
al estrés segun el sexo (Lagunas et al., 2022). Dado que la DMG puede alterar la
regulacion hormonal fetal, es relevante investigar si esta condicion influye en el
desarrollo de dimorfismos sexuales. Comprender esta posible relacién podria
proporcionar informacion clave sobre los efectos metabdlicos y endocrinos de la

diabetes gestacional en la adultez.
Objetivo General

Determinar el grado de apoptosis mediante la prueba de TUNEL en el tejido

hipotalamico durante el periodo critico de la diferenciacion sexual de ratas.
Objetivos Particulares

- Realizar el seguimiento del ciclo estral de las hembras hasta la gestacion.

- Evaluar el efecto de la administracién de hormonas sintéticas (tamoxifeno y
propionato de testosterona) en el tejido hipotalamico de crias recién nacidas.

- lIdentificar la presencia de apoptosis en las regiones hipotalamicas

relacionadas con el proceso de diferenciacion sexual.
Metas

El estudiante se desarrollara en el ambito de la investigacion basica, aprendiendo
técnicas tanto de histologia, TUNEL y manejo de animales de laboratorio.
Probablemente con la participacion de sus resultados en un congreso en la
modalidad de cartel. Ademas de despertar su interés para realizar estudios de

posgrado cuando logre titularse.
Material y Métodos

El material biologico de estudio se obtuvo del Bioterio del Hospital de

Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS. Se utilizaron 10 ratas



hembra y 3 machos de la cepa Sprague Daley de edad reproductiva, asi como a las
respectivas crias que se alojaron bajo las siguientes condiciones: fotoperiodo de
12:12 a una temperatura ambiente de 21° C, con una sanitizacion programada (2

dias por semana) y se administré agua y alimento Lab Diet 5010 “ad libitum”.

Manejo y seleccion de las madres. A las ratas hembra primiparas, se les evaluara
la capacidad reproductiva, mediante el analisis del ciclo estral por citologia vaginal
diaria, durante al menos tres ciclos reproductivos. Las hembras que se encuentren
en estro se alojaran con un macho con el fin de permitir el apareamiento. A la
mafana siguiente se verificara la presencia de espermatozoides mediante citologia
vaginal, a partir de este momento se inici6 la cuenta de la gestacion, con una

duracion aproximada de 502 + 3 horas.

Manejo y tratamiento de las crias. Con el propésito de estudiar a las crias a
tiempos muy cercanos al nacimiento, se llevara un control y vigilancia constante de
las madres. La hora del parto se registrara como hora cero del nacimiento de cada
una de las crias y realizara el sexado de toda la camada (Krinke, 2000). Una hora
después del nacimiento, se administrara el tratamiento a las ratas, via subcutanea
en la zona dorsal se cubrira el sitio de inyeccion con vaselina. Tanto las crias de las
madres con hiperglucemia y de las control, se asignaran a uno de 3 grupos: : Grupo
Tamoxifen (TM): Machos tratados con 200 pg de tamoxifeno en 20 ul de aceite de
sésamo; grupo Propionato de Testosterona (PT): Hembras tratadas con 30 ug de
propionato de testosterona en 20 ul de aceite de sésamo (HP); grupo control acetite
(AS): Machos y hembras tratadas con 20 pl de aceite de sésamo (vehiculo); grupo
control (SS): Machos y Hembras tratadas con 20 pl de solucion salina (Arai &
Gorski, 1968; Doler et al., 1986).

Obtencion de muestras (Consideraciones bioéticas). Las muestras de
hipotdlamo se obtendran a las 1, 3, 6 horas y 90 dias de edad, previa anestesia con
zoletil y xilacina (DOSIS) de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-033-Z00-1995.

Extracciéon de Hipotalamo. Se realizara mediante una incision en la piel del craneo
a nivel de la fosa del foramen magnum, después con unas pinzas hemostaticas, se

fracturara el craneo desde la region occipital hacia la region frontal, el cerebro sera



disecado y colocado sobre su superficie dorsal, se aislara a 4 °C (Vangala, 1973). El

hipotalamo se fijara con formalina 4%.

Inmunofluorescencia. Una vez que se obtuvieron los cortes histolégicos se
separaron los tejidos para realizar la prueba inmunohistoquimica. Dichos cortes
fueron fijados en portaobjetos con Poli-L-Lisina. Una vez que se hidrataron los
tejidos se recupero el antigeno mediante una inmersion de los tejidos en un coplin
con una solucidon de Antigen Retrieval CitraPlus (10x) manteniéndolos en bafo
Maria durante 30 minutos, un vez que se alcanzo6 este tiempo, se dejé enfriar la
muestra durante 20 minutos, posteriormente se realizé un lavado con PBS-Tween;
al momento de secar la muestra se seccioné con un marcador de cera por cada
corte presente en la laminilla, seguido de esto se agrego el bloqueador de proteinas
Power Block Universal Blocking Reagent (10x) a modo de permitir el bloqueo de los
epitopos no deseables y se dejé reposar durante 20 minutos en una camara
humeda, al culminar este tiempo se adiciono el anticuerpo primario en una dilucion
de 1:50 a cada tejido durante 12 horas en incubacién a 4° C. Una vez que
transcurrieron las 12 horas, los tejidos se realizé un lavado en PBS-Tween y se
aplicaron 25 pl del anticuerpo secundario dejandolo incubar durante 4 horas,
seguido de esto se realizaron 3 lavados en PBS-Tween en lapsos de 5 minutos,
posteriormente se adicioné DRAQ-7 durante 20 minutos a temperatura ambiente,
seguido de 3 lavados mas en PBS-Tween, una vez realizado esto se aplico el medio
de montaje a las laminillas que consistié de una mezcla de 1:1 de PBS: Glicerol, una
vez hecho esto se cubrieron las laminillas y se sellaron con esmalte para
posteriormente ser revisadas en un microscopio confocal ZEISS Axiovert 100 M con
el software LSM Browser-ZEN2009 a una longitud de onda de excitacion de 488 nm
y la emision a 543 nm. Las secciones se examinaron y fotografiaron digitalmente
con un microscopio de fluorescencia. Se compararon los patrones de distribucion de
las proteinas de interés (Bax, Bcl-2) de las células inmunorreactivas de las

diferentes poblaciones.

TUNEL. Para realizar la prueba de TUNEL se consideraran las recomendacion del
KIT ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit S700. Los tejidos seran
desparafinados y rehidratados, para realizar la recuperacién de antigeno. como en

la inmunohistoquimica, Se lavaran los tejidos cerebrales con PBS- Triton,



posteriormente se incubaran los tejidos con proteinasa K durante 15 minutos a
temperatura ambiente, seguido de dos lavados con PBS Tritdn, se adicionaran 75 pl
de buffer de equilibrio durante 10 segundo por cada tejido, se utilizaran 35 ul enzima
TdT mezclandola con 75 ul de buffer de reaccion para incubar los tejidos a 37 °C en
una camara de incubacién durante 1 hora, al término de esto se realizara un lavado
con PBS Tritdon y se aplicara la anti-dioxigenina en una proporcion de 1: 10 en PBS
Tritdn dejandolo incubar toda la noche. Una vez finalizada la incubacién se lavara
con PBS Tritdn, se aplic6 DRAQ 7 como marcador de nucleos durante 20 minutos,
se realizara un ultimo lavado y se sellara con PBS/glicerol. Las muestras seran

analizadas de la misma manera que las inmunofluorescencias.

Actividades realizadas

- Manejo de Rata de laboratorio (Rattus norvegicus albinus) cepa Wistar

Se puso en practica la toma de muestras, sutura, administraciéon de farmacos,
manejo y enriquecimiento ambiental, asi como también la eutanasia y extraccion de
tejidos. Se realizd el analisis de citologia vaginal para determinar la etapa del ciclo

estral y sincronizar a las hembras para reproduccion.

APLICACION DE TRATAMIENTOS. Se aplicaron tratamientos con hormonas
sintéticas a los recién nacidos de madres Normoglucémicas e Hiperglucémicas, a

las 1, 3 y 6 horas post nacimiento.

OBTENCION DE MUESTRAS. Las muestras obtenidas postmortem de Higado,
Corazon, Cerebro, Gonadas y Rifon se licuaron para realizar la técnica de Western

Blot y determinar la presencia de proteinas por peso molecular.

TECNICA DE TUNEL. Se realizé la técnica en tejido hipotalamico para identificar las
células positivas a apoptosis y localizar proteinas especificas y determinar la

relacion existente entre la supervivencia y la muerte celular.
Metas alcanzadas

Se acredité el curso de manejo de animales de laboratorio impartido por el Bioterio

del Centro Médico Nacional siglo XXI. De igual manera se realiz6 la redaccion de un



ensayo sobre la presencia de receptores alfa y beta estrogénicos con la
administracion de fitoestrogenos presentes en el aceite de soya durante la
diferenciacion sexual hipotalamica de la rata hembra, que fue presentado en el 1er

congreso de reproduccion animal en el colegio de postgraduados 2024 (Anexo 1).

Resultados

- Resultados. TUNEL. Controles Hembras PT

Figura 1. Control hembras PT (Propionato de Testosterona)
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Prueba TUNEL en tejido hipotaldmico analizadas a las 1, 3 y 6 horas de nacimiento. No se observa una sefial

Mucleo Negative

positiva para apoptosis. Los nucleos celulares se visualizan claramente tefidos en azul con DRAQ 7. La
co-localizacién muestra Unicamente sefial nuclear, sin presencia de fluorescencia verde indicativa de

fragmentacion de ADN. Las imagenes correspondientes al fondo claro no presentan sefial de fluorescencia.



Figura 2. Tx con DNAasa Hembra PT (Propionato de testosterona)
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Muestras de tejido hipotalamico analizadas a las 1, 3 y 6 horas mediante microscopia confocal. Se observa una

Muocleo

sefial positiva para apoptosis en la prueba TUNEL. En la primera hora se detecta una sefial de TUNEL tenue
con nucleos celulares visibles en azul con DRAQ 7. A las 3 y 6 horas se hace visible el aumento de tinciéon en
TUNEL y disminuye la tincién azul con DRA Q7 conforme aumenta el tiempo. La co-localizacién de las sefiales
permite observar que la fragmentacion del ADN ocurre en células nucleadas. El fondo claro no muestra sefal de

fluorescencia.

Figura 3. Control hembras PT (Propionato de Testosterona)
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Al andlisis de las laminillas de tejido hipotalamico en el microscopio confocal a las 1, 3 y 6 horas, se observa una
sefalizacion negativa a apoptosis en la prueba TUNEL. Los nucleos celulares son visibles y claros en color azul
con DRAQY7. La co-localizaciéon muestra unicamente los nucleos sin sefal de apoptosis detectable. El fondo

claro no muestra senal de fluorescencia.



Resultados. TUNEL. Presencia de BAX vs Bcl-2 Hembras PT
Figura 4. Presencia de BAX en hembras PT (Propionato de Testosterona)
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Al analisis de las laminillas de tejido hipotalamico en el microscopio confocal a las 1, 3 y 6 horas se observa una
presencia positiva para BAX en las zonas con color azul correspondientes a los nucleos celulares. Los nucleos
celulares se visualizan claramente tefiidos en azul con DRAQ7. A la 1 hora se aprecia una débil emision roja en
algunos nucleos. A las 3 horas, la fluorescencia aumenta y se observa una distribucion mas evidente incluso a
nivel citoplasmatico. A las 6 horas, se identifica una intensa sefal tanto en ndcleo como en citoplasma. La
co-localizacién creciente a las 3 y 6 horas sugiere una activacion progresiva de la via apoptética, con una mayor
presencia y translocacion de BAX hacia las zonas donde se localizan los nucleos celulares dafiados. El fondo

claro no muestra sefial de fluorescencia.

Figura 5. Presencia de Bcl-2 en hembras PT (Propionato de Testosterona)
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Al andlisis de las laminillas de tejido hipotalamico en el microscopio confocal a las 1, 3 y 6 horas se tiene la
presencia DE Bcl-2 correspondiente a las zonas color verde. Los nucleos celulares se visualizan claramente
tefidos en azul con DRAQ 7. A la 1 hora se observa una expresion moderada de Bcl-2. A las 3 horas la sefial de
Bcl-2 disminuye considerablemente, sin embargo, a las 6 horas, la sefial verde vuelve a intensificarse. La
co-localizacién a las 6 horas muestra una mayor relacion entre la presencia de Bcl-2 con la tincidon de nudcleos

intactos. El fondo claro no muestra sefial de fluorescencia.

Recomendaciones y Conclusién

En las imagenes del control, es decir, aquellas muestras donde no se esperaba senal, no se
observé fluorescencia ni fondo, lo que indica que las técnicas utilizadas fueron especificas y
confiables. Los resultados de este estudio muestran que el tratamiento con propionato de
testosterona (PT) provoca cambios importantes en el hipotalamo de hembras, relacionados
con la muerte celular programada o apoptosis. Usando la prueba TUNEL vy la deteccion de
dos proteinas clave (BAX y Bcl-2). Se utilizé un tratamiento con DNAsas para inducir roturas
en el ADN y poder contar con una comparativa entre tejidos dafnados y no dafiados. Se
realizé este tratamiento en 3 tiempos: 1 hora, 3 horas y 6 horas para poder observar si el
dafio incrementaba en funcién del tiempo. La fragmentacién del ADN fue visible desde la
primera hora, y se vio un aumento notable a las 3 y 6 horas. El DRAQ7 es un colorante
fluorescente de ADN que se utiliza en combinacion con el TUNEL para mejorar la deteccion
de apoptosis. Una de las ventajas que tiene utilizar este colorante es la capacidad de excluir
células vivas, ya que solo es permeable en aquellas células que han sufrido un deterioro
notable en sus membranas a causa de apoptosis. Los nucleos celulares que son tefiidos
con DRAQ 7 se aprecian de un color azul. Las proteinas involucradas en el proceso
apoptotico son conocidas como BAX y Bcl-2. Bax es proapoptética mientras que Bcl-2 es
antiapoptética, esto permite que se regulen una a la otra a nivel mitocondrial mediando la
respuesta apoptética. BAX mostrd una mayor presencia a las 3 y 6 horas, no solo en el
nucleo de las células, sino también en el citoplasma. Esto sugiere que esta proteina juega
un papel importante en la activaciéon del proceso de muerte celular en respuesta al
tratamiento. En cambio, Bcl-2, tuvo una expresion mas variable: fue moderada a la 1 hora,
baj6é a las 3 horas y volvid a aumentar a las 6 horas. Esta variacién podria indicar que las
células intentan defenderse del dafio y evitar la muerte celular en las fases mas tardias. La
relacion entre la fragmentacion del ADN vy la presencia de BAX refuerza la idea de que esta
proteina es clave en la respuesta al dafio, mientras que los cambios en Bcl-2 podrian
representar un intento del organismo por mantener el equilibrio ante el dafio provocado por

la hormona.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de participacion en el 1er congreso de reproduccion animal
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