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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble que actua como grupo prostético de las
carboxilasas. A concentraciones farmacoldgicas interviene en funciones bioldgicas
como el desarrollo embrionario y el metabolismo de carbohidratos. En estudios
previos encontramos que la administracion de una dieta suplementada con
concentraciones farmacoldgicas de biotina durante ocho semanas aumentan la
masa (cantidad) de las células alfa y beta de los islotes del pancreas por medio de
un aumento en el tamano de éstos y modifica la arquitectura de los islotes,
observandose un porcentaje mas elevado de islotes con células alfa localizadas
hacia el centro del islote con respecto a los controles. La pregunta que surge es si
este es un proceso gradual que se produce a lo largo de las ocho semanas o si los
cambios se realizan en el periodo después del destete, que es un periodo en el
que islote es ductil y susceptible a ser programado metabdlicamente. En este
trabajo planteamos se analizaron los cambios que produce la administracion de
biotina durante la primera semana posterior al destete de ratén con la ingesta de
una dieta suplementada con biotina sobre la morfologia del islote y proliferacion de
las células alfa y sus efectos sobre la tolerancia a la glucosa. Ratones macho
BALB/cAnN Hsd recién destetados se alimentaron por siete dias con dieta control
o dieta suplementada con biotina (0.8 6 100 mg de biotina/kg de alimento
respectivamente). Los resultados encontraron que los ratones que recibieron la
dieta suplementada con biotina presentaron areas bajo la curva de la prueba de
tolerancia a la glucosa mayor que los ratones control suplementados. No se
observaron diferencias significativas entre el grupo que recibié la dieta control y el
que recibid la suplementada con biotina en la proporcion de células alfa al centro
del islote, ni en la proliferacién celular. Los resultados sugieren que los cambios
observados en el islote a las 8 semanas de la ingesta de una dieta suplementada
con biotina no se producen en la primera semana de tratamiento sino que se

generan gradualmente con el tiempo.



1 INTRODUCCION

El cuerpo humano tiene un requerimiento constante de energia, parte de la comida
que ingerimos es utilizada para nuestros requerimientos inmediatos y otra gran
parte de ella, es almacenada en el organismo principalmente en forma de
glucdégeno en el higado, en el musculo y en forma de triglicéridos en el tejido
adiposo. Estos nutrimentos almacenados son utilizados posteriormente para la
obtencidn de energia en los periodos de ayuno. El almacenamiento y la utilizacion

de estas sustancias se encuentran controlados por mensajes hormonales. (Lazo-de-
la-Vega-Monroy, M.L. & Fernandez-Mejia, C, 2010)

En el estado posprandial, la coordinacion entre la secrecion de insulina por las
células beta pancreaticas y la respuesta a la insulina de los principales tejidos que
almacenan a la glucosa como el musculo, el higado vy el tejido adiposo, controlan
las concentraciones de glucosa en plasma. La insulina promueve la captacion de
glucosa al interior de las células, la sintesis de glucdgeno en el higado y musculo,
la formacion de lipidos que se almacenan en el tejido adiposo, y la sintesis de
proteinas en la mayoria de las células. El transporte de glucosa hacia el interior de
las células del musculo esquelético, representa mas del 75% de la captacion total
de glucosa de todo el organismo. (Klip, A. & Paquet, M.R. 1990).

En el estado de ayuno, la disminucion en la concentracion plasmatica de insulina 'y
el aumento de hormonas que contrarrestan la accion de la insulina, como el
glucagon, los glucocorticoides y las catecolaminas, contribuyen a la liberacion al
torrente sanguineo de glucosa por medio de la degradacion del glucégeno vy la
gluconeogénesis. Estas hormonas también favorecen la lipdlisis, asi como la
disminucién en sintesis de proteinas y el aumento en la degradacion de las
mismas. (Lazo-de-la-Vega-Monroy, M.L. & Fernandez-Mejia, C, 2010)

Tanto la insulina como el glucagon son sintetizadas y secretadas por los islotes
pancreaticos, los cuales constituyen la parte endocrina del pancreas. La secrecion
de glucagon e insulina por el pancreas insular depende, en gran medida, de la
concentracion de glucosa del liquido extracelular. La glucosa tiene un efecto
directo en la secrecion de glucagén y otro indirecto mediado por insulina. Durante
el ayuno y el ejercicio se produce una caida de la glucemia que determina un
aumento de la secrecidén de glucagon, asociada a una disminucion de la secrecion
de insulina. Hoy dia se sabe que la glucemia tiene un efecto directo no mediado
por insulina sobre la secrecion de glucagén. (Brandan, N., 2010)



2 ANTECEDENTES

2.1 Pancreas

El pancreas es una glandula de secrecién mixta que en los mamiferos esta
localizada en la cavidad abdominal entre el bazo y el duodeno conectandose con
este ultimo por la ampula de Vater, que es la region donde se unen el conducto
pancreatico principal y el conducto biliar (Bishop, A. et al., 2003)

Anatomicamente el pancreas esta dividido en cabeza, cuerpo y cola. La mayor
parte del 6rgano estd formada por la parte exdcrina que corresponde al tejido
acinar el cual produce enzimas digestivas y bicarbonato que son liberados durante
la digestiéon al conducto pancreatico y al duodeno. Distribuidos entre el tejido
acinar hay grupos de células que forman los denominados islotes de Langerhans,
los cuales constituyen la parte enddcrina y representan del 1 al 2% del volumen
total de la glandula. El tamafo de los islotes varia en diametro y puede ir de los 50
a 500 ym; cada uno de ellos esta formado por entre 50 y 300 células (Hiriart, M.,
2002). (Figura 2)
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Figura 1 Anatomia del Pancreas Modificada de http://blogdefarmacia.com y http://www.betacell.org (JP
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2.1.1 Los islotes pancreaticos

El pancreas humano contiene entre 500,000 y un millon de islotes pancreaticos.
Los islotes son microestructuras o microorganos de entre 50 y 400 ym que se
encuentran dispersos a lo largo del tejido acinar en el pancreas, y representan del
1% al 2% de la masa total del pancreas. Los islotes se componen de diversos

tipos celulares, incluyendo células endoteliales, nervios, fibroblastos v,
principalmente, células endocrinas. (Kim, S. et al., 2001)

2.1.2 Composicion de los islotes pancreaticos

Las distintas células endocrinas que componen al islote producen y secretan
diferentes hormonas: las células beta (B) secretan insulina, las células alfa (a)
secretan glucagon, las células delta (8) secretan somatostatina, las células PP
secretan polipéptido pancreatico, y las células épsilon (¢) que secretan grelina.
Tanto en los islotes humanos como en los de raton, las células épsilon son
abundantes durante el desarrollo y el nacimiento, mientras que su abundancia es
menor en la etapa postnatal (Brissova, M. et al., 2008).

2.1.3 Arquitectura de los islotes pancreaticos

Los islotes pancreaticos no sdlo difieren en su composicién celular dependiendo
de la especie, sino también en su arquitectura. Mientras que en el roedor adulto
los islotes presentan las células beta al centro y los otros tipos celulares hacia la
periferia del islote, los islotes de humano presentan una arquitectura mas
heterogénea, con las células beta dispersas entre los demas tipos celulares
(Brissova, M. et al., 2005). A pesar de estas diferencias, se conoce poco acerca de las
consecuencias que la organizacion celular y la composicion de los islotes pueda
tener sobre la funcién de los mismos.

Se ha propuesto que la correcta estructura de las células endécrinas dentro de los
islotes es requerida para su funcidon (Gomez-Dumm, C. et al., 1990; Tokuyama, Y. et al.,
1995; Esni, F., 1999) y una apropiada respuesta a cargas de glucosa a través de una
secrecion de insulina de manera pulsatil y proporcional a la concentracion del
carbohidrato (Nittala, A. et al., 2007)

La arquitectura normal de un islote de ratén adulto y en general de los roedores
consiste en una estructura bien definida generalmente esférica donde las células
beta, las cuales representan del 60-80% del total de células en el islote, se
encuentran en la parte central; mientras que existe una capa de otras células
enddécrinas que lo rodean incluyendo células a (15-20% del total de células en el
islote), & (<10% del total) y PP (<1%) (Wieczorek, G. et al., 1998; Brissova, M. et al., 2005;



Cabrera, O. et al 2006; Quesada, |. et al., 2008; Kim, A. et al., 2009). Las células a aparecen
en varias secciones del tejido formando una capa continua de células alrededor de
la parte central consistente en células B, sin embargo, analisis tridimensionales
recientes sobre la distribucion de este tipo celular muestran que las células a no
rodean completamente el islote. (Kharouta, M. et al., 2009)

. Celulas alfa (secretan glucagon) (15-20%)

Homeostasis

. Células beta (secretan insulina) (80%) de glucosa

. Celulas delta (secretan somatostatina) (<10%

. Células epsilon (secretan grehelina) (<1%)

Regulacion

. Celulas PP (secretan polipéptide del apetito
pancreitico) (>1%)

Figura 2 Arquitectura del islote de raton (Modificado de diabeteseducacion.blogsplot.com.mx)

Una desorganizacién en la arquitectura del islote que ha sido observada en
multiples modelos de ratén a consecuencia de alteraciones en la expresion de
genes o por condiciones fisioldégicas y/o patoldgicas. En dichos modelos se
presentan alteraciones en la secrecion de insulina y/o modificaciones en el
metabolismo de la glucosa (Gannon, M et al., 2000; Doyle, M.J et al., 2007).

2.1.4 Morfogénesis del islote

En los ratones la formacion de los islotes de Langerhans ocurre alrededor del
periodo embrionario E 18-19 y concluye dos o tres semanas después del
nacimiento (Habener, J. et al., 2005). El resultado de este proceso es tan complejo que
los islotes han sido denominados microorganos (Booner-Weir, S., 1988; Lammert, E.,
2003). Para que esto se logre son necesarios una serie de eventos morfogenéticos

tales como la especificacion celular, migracion y reagregacion. (Pictet, R., 1972; Slack,
J., 1995; Esni F., 1999) (Figura 4)
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Figura 3. Morfogénesis del islote. Ngn3 (Neurogenina 3) Factor de transcripcion que se
requiere para el desarrollo de los islotes pancreaticos. Tiene un papel critico en la
transcripcion de productos hormonales de las células de los islotes, especialmente
las células a y B. (Olvera, C, Leo, E, Hernandez, H., 2008) NeuroD1 (Factor de diferenciacion
neurogénica 1) Contribuye a la diferenciacién de las células del pancreas enddcrino.
(Brandan, 2010)

2.1.5 Proliferacion en el islote

La proliferacién celular se define como el incremento del numero de células por
division celular. Este proceso es mas activo durante la embriogénesis y el desarrollo
de un organismo y es fundamental para la regeneracion de tejidos dafiados o viejos.

Es caracteristica de cada tipo celular por lo que esta controlada de forma muy
especifica. EI genoma codifica un conjunto complejo de proteinas que regulan la
divisién celular y por tanto la proliferacién de las células. Asimismo cada tipo celular
presenta una serie de receptores de factores de crecimiento caracteristicos que
también regulan la proliferacion celular al controlar la respuesta a tales factores.
(Barbera, A., 2010)

Después del nacimiento la proliferacion se convierte en el principal mecanismo en
el aumento de la masa de las células del islote, aunque la neogénesis también se
esta llevando a cabo.

11



Desde un punto de vista molecular, la expansion y diferenciacion de los
precursores endodérmicos hacia los distintos linajes pancreaticos son el resultado
de una secuencia altamente regulada de sefales extracelulares y de cambios en
programas de expresion génica. Dichos cambios son dirigidos por una cascada de
factores de transcripcion cuyas activaciones —inactivaciones coordinadas permiten
la progresion del precursor pluripotente a la célula pancreatica diferenciada. La
identificacion de estos factores y de las relaciones epistaticas existentes entre
ellos es indispensable para llegar a comprender los procesos que culminan la
formacion de las células del islote. (Barbera, et al, 2010)

En el incremento y mantenimiento de la masa de las células beta participan
diversos procesos, como neogénesis, proliferacion, hipertrofia y apoptosis (Meier, et
al, 2008). A pesar de que se han identificado progenitores de la célula beta en el
pancreas (Montanya, 2000), la participacion de la neogénesis durante la etapa
postnatal y adulta es causa de controversia (Ackermann, 2007) y se considera que la
proliferacion (Rhodes, 2005) Yy la hipertrofia (Ackermann, 2007) son los principales
mecanismos responsables de la expansion postnatal de la masa de las células
beta (Ackermann, 2007). El organismo es capaz de modificar la masa de las células
beta de acuerdo a sus requerimientos de insulina en estados de resistencia a
insulina tales como el embarazo y la obesidad, la masa de las células beta se ve
incrementada (Parnaud, et al, 2008) principalmente a través de un incremento en la
proliferacion (Perl, S. et al, 2010)

2.1.6 Células alfa

Son las células encargadas de secretar la hormona glucagon, la cual aumenta las
concentraciones de glucosa sanguinea mediante su actividad glucogenolitica y
gluconeogénica en el higado. (Figura 4)

A pesar de que la regulacion de la glucemia en unos determinados limites
depende tanto de la insulina como del glucagon con base en perfiles de
funcionamiento antagonicos, se sabe muy poco de la regulacion de la célula alfa.
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Figura 4 Regulacion por metabolismo de mensajes hormonales. (Lazo de la Vega, 2010)

El interés por su estudio ha ido creciendo no so6lo por una comprension de la
fisiologia integral del islote, sino también por razones clinicas. En el caso de
pacientes diabéticos se pueden observar niveles de glucagon elevados que, junto
a los niveles bajos de insulina, agravan la hiperglucemia. Se puede observar
ademas en estos casos que la inhibicion de la secrecidn de glucagon al aumentar
los niveles de glucosa esta alterada, e incluso falla (Quesada, 1., 2007).
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Con base en otros estudios (Quesada, I., 2007), se sabe que la respuesta ante la
glucosa de las células alfa y beta es totalmente opuesta en cuanto a la actividad
eléctrica, las sefiales de Ca2+ y la liberacibn hormonal, de manera que las
primeras son mas activas en bajas concentraciones de glucosa y se inhiben a

altas concentraciones, mientras que la poblacion beta responde antagénicamente.
(Quesada, 1., 2007)

El glucagon tiene un papel importante como proveedor de glucosa al sistema
nervioso central (SNC) en los periodos de ayuno. (Brandan, N., 2011). Este efecto se
produce mediante la interaccion del glucagon con sus receptores membranales,
aumentando las concentraciones de AMP ciclico el cual por medio de una cascada
de fosforilaciones activa en el higado la glucogendlisis y a la gluconeogénesis y
de esta manera se aumenta la concentracion de glucosa en sangre.

EFECTOS DE LA INSULINA Y EL GLUCAGON SOBRE EL METABOLISMO

METABOLITOS | INSULINA | GLUCAGON

GLUCOSA

Transporte de glucosa Aumenta el transporte de glucosa hacia el

musculo esguelético y el tejido adiposo

Sintesis de glucdgeno Aumenta la sintesis de glucdgeno

Gluconeogénesis Reduce la gluconeogénesis Aumenta la gluconeogénesis

LIPIDOS

Sintesis de TAG Aumenta la sintesis de TAG

Promueve la degradacion de glucégeno

Transporte de TAG en el tejido
adiposo

Aumenta el transporte de AG hacia los
adipocitos

Estimula la lipdlisis en el tejido adiposo
con liberacidn de AG y glicerol para su
utilizacién en la gluconeogénesis

Activacion de la LPL

Inhibe la LPL de los adipocitos, mientras
que activa la LPL en las paredes capilares

Activa la LPL de los adipocitos

PROTEINAS

Transporte de aa

Aumenta el transporte activo de aa hacia
el interior de las células

Aumenta el transporte de aa hacia el
interior de las células hepaticas

Sintesis de proteinas

Aumenta la sintesis de proteinas mediante
el incremento de la transcripcion de
mRMNA vy la aceleracion de la sintesis
proteica por el rRNA

Aumenta la degradacion de las
proteinas con formacidn de aa para su
utilizacién en la gluconeogénesis

Degradacion de proteinas

Reduce la degradacion de las proteinas
mediante el incremento de la utilizacion
de glucosa y AG como combustibles

Aumenta la conversion de
precursores de la glucosa

da en

Tabla 1 Cuadro comparativo entre los efectos de insulina y glucagon sobre el metabolismo. (TAG:
Triglicéridos, AG: Acidos Grasos, LPL: Lipoproteinlipasa) (Brandan, 2011. Pag. 10)

En la actualidad se sabe que la pérdida de masa y funcion de la célula beta es un
punto determinante en el desarrollo de los diferentes tipos de diabetes. Por lo
tanto, cualquier aproximacion terapéutica a la cura de esta enfermedad debe
afrontar la necesidad de reemplazar o evitar esta disminucién de célula beta. Para
conseguir este objetivo se pueden utilizar diferentes estrategias: por un lado se
puede estimular la renovaciéon de células beta in situ, o por otro reponer las células
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beta mediante el trasplante de los islotes procedentes de un donante o de células
beta generadas in vitro. Sea cual sea la estrategia que se escoja, se necesita un
amplio conocimiento de los mecanismos que regulan la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de la célula beta in vivo. (Barbera, A., 2007). Es por
eso que en la actualidad se estan haciendo grandes esfuerzos para conocer las
bases moleculares que controlan la homeostasis y la diferenciacién de la masa de
célula beta y no unicamente de este tipo celular, si no de todos aquellos que
componen la estructura del islote. En el caso de la célula alfa la historia no debe
ser diferente pues una funcion anormal de este tipo celular puede generar fallas en
el control de la glucemia lo que puede ser un importante factor en el desarrollo de
la diabetes. (Dunning, BE, et al., 2005) (Figura 4)

2.2 Diabetes

2.2.1 Definicion

La diabetes mellitus se define como un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia cronica, resultado de defectos en la secrecion de
insulina, en la accién de ésta 0 en ambos (American Diabetes Association, 2010).

2.2.2 Epidemiologia

En las ultimas cuatro décadas la diabetes se ha convertido en un grave problema
de salud en México , siendo ésta la principal causa de muerte en mujeres y la
segunda mas frecuente en hombres desde el afio 2000. Se estima que para 2025
cerca de 11.7 millones de mexicanos seran diagnosticados con la enfermedad
(Rull, J.A et al., 2005). Cabe senalar que en el resto del mundo también
representa una situacion alarmante pues ha alcanzado proporciones epidémicas,

siendo los paises en vias de desarrollo las naciones mas afectadas (Zimmet, P. et al.,
2001)

En el desarrollo de la diabetes participan diversos factores, entre ellos el bagaje
genético y las cuestiones medioambientales. La razén del explosivo incremento
del padecimiento es el estilo de vida que existe en la actualidad, en el cual existe
un consumo abundante de calorias y reducida actividad fisica (Zimmet, P. et al.,
2001). Aunado a esto, en los ultimos afios se ha reconocido que la programacién
metabdlica juega un importante papel y que esta relacionada con la etiologia de la
enfermedad (Simmons, R.A, 2007).
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2.3Programaciéon metabdlica

2.3.1 Definicion

La programacion metabdlica se define como un fendbmeno donde un estrés o
estimulo nutricional aplicado durante periodos criticos del desarrollo temprano,
altera permanentemente la fisiologia y el metabolismo del organismo. Las
consecuencias de éste son observadas mucho tiempo después en la vida del
individuo a pesar de que el estrés o estimulo con el que se inici6 ya no esté
presente (Lucas A., 1991) (Figura 1)

2.3.2 Surelacion con la diabetes mellitus

Estudios epidemiolégicos en humanos y animales proveen evidencia de la relacion
de la programacion metabdlica con el desarrollo de diabetes tipo 2. Se ha
encontrado que un ambiente intrauterino adverso se correlaciona con un
incremento en el riesgo de desarrollar la enfermedad (Barker, D., 1995). Asi,
alteraciones nutricionales durante el periodo critico de maduracién pancreatica
tales como los cambios en los componentes del alimento (Srinivasan, M., 2003,
Aguayo-Mazzucato, et al. 2006), restriccion calorica y proteica, dietas ricas en
carbohidratos vy lipidos (Schwitzgebel, V. et al., 2009), dafan el desarrollo normal
del islote a través de una reduccion en la proliferacién de las células beta y del
tamano de los islotes en la cabeza del pancreas, asi como un incremento en la
apoptosis, una reducida vascularizacion y cambios estructurales; los cuales
afectan la capacidad del islote de responder a retos metabdlicos en periodos
posteriores de la vida (Ozanne, S. et al., 2002).

2.4 Biotina

La biotina, también llamada B7 o H, es una vitamina hidrosoluble del complejo B
con una estructura quimica que fue elucidada por primera vez en los afos 1940’s.
Consiste en un compuesto biciclico con un anillo que contiene un grupo ureido (-
N-CO-N-) y otro que contiene un azufre del cual se ramifica una cadena lateral de
acido valérico. En la naturaleza existen ocho posibles estereocisémeros y s6lo uno
de ellos, la D-biotina, es enzimaticamente activo. Su peso es de 244.3 g/mol; es
soluble en agua, etanol y alcalis diluidos (Thorne Research, Inc., 2007). (Figura 5)
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Figura 5 Estructura quimica de la biotina

Todos los organismos requieren biotina; sin embargo, esta solo puede ser
sintetizada por bacterias, levaduras, hongos, algas, y algunas especies de plantas
(Mock, D., 1999) La biotina no puede ser sintetizada por los organismos asi es
que, para otros organismos se hace indispensable el consumo en la dieta con
requerimientos de 30 ug diarios. Se encuentra presente en pequenas cantidades
en gran variedad de alimentos tales como nueces, yema de huevo, higado,
levadura, etc. Y generalmente estd unida de manera covalente a una lisina,
formando asi el dimero biocitina (Dakshinamurti, K. et al., 1994). Para su absorcion se
requiere romper este enlace por acciéon de la biotinidasa pancreatica. (Hymes, J. et
al., 1996) para que, de manera libre, sea entonces absorbida por los enterocitos de
la porcidn distal del duodeno y proximal del yeyuno para que posteriormente pase
al torrente sanguineo. La entrada a las células se lleva a cabo por el transportador
multiple de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) que reconoce la porcion del
acido valérico (Cohen, N. et al., 1982). Este transportador es una proteina de 634
aminoacidos con 12 dominios transmembranales cuyos extremos amino vy
carboxilo se encuentran hacia el interior de las células. Su papel es el de introducir
la biotina junto con el acido pantoténico y sodio a favor de un gradiente de
concentracion. (Chatterje, N. et al., 1999).

La funcidén de la biotina en los organismos eucariontes es la de participar como
grupo prostético de las enzimas carboxilasas: acetil-CoA carboxilasa (ACC) tanto
en su forma citosdlica (ACC1) como en la mitocondrial (ACC2), piruvato
carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa
(MCC)(Chapman, A. et al., 1999), las cuales intervienen en importantes vias
metabdlicas como la gluconeogénesis, la sintesis de lipidos y el catabolismo de
algunos aminoacidos (Achuta, P. et al., 1972)
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Las carboxilasas se sintetizan como apocarboxilasas, es decir, como proteinas sin
actividad enzimatica. Es hasta que se les une la biotina de manera covalente por
accién de la HSC (holocarboxilasa sintetasa), cuando se forma una proteina activa
u holoenzima (Chapman, A. et al., 1999) Esta reaccién se lleva a cabo en dos etapas:
en la primera la biotina se activa al reaccionar con una molécula de ATP formando
el intermediario biotinil-5-adenilato. En la segunda etapa el grupo biotinilo se
transfiere a la apoenzima formandose un enlace semipeptidico con un residuo de
lisina localizada dentro de una secuencia Met-Lys-Met altamente conservada en
todas las apocarboxilasas (Lamhonwah, A. et al. 1987)

La biotina permanece unida a la carboxilasa hasta que es degradada
proteoliticamente en el sistema autofagico lisosomal, liberando asi residuos de
biotina unida a la lisina (biocitina). Este enlace se rompe por accion de la
biotinidasa y de esta manera la biotina puede ser reutilizada en nuevas
carboxilasas, o bien puede ser degradada a otros catabolitos y ser excretada
como bisnorbiotina o biotina sulféxido. (Wang, K., 1997)

2.4.1 Efectos farmacolégicos de la biotina

Independientemente de su rol como grupo prostético la biotina a concentraciones
farmacoldgicas (entre 30 y 650 veces sus requerimientos diarios de 30 ug)
modifica la expresion de genes (Rodriguez Meléndez, R. et al., 2003; Zempleni, J., 2005).
Se tienen reportes de que a nivel transcripcional regula diversos genes como la
holocarboxilasa sintetasa (HCS) (Rodriguez Meléndez, R. et al., 2001; Solérzano Vargas, S.
et al., 2002), ACC, PCC (Solérzano Vargas, S. et al., 2002), glucocinasa (GK) hepatica
(Chauhan, J. et al., 1991) y pancreatica (Borboni, P. et al., 1996; Romero-Navarro, G. et al.,
1999), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) hepatica (Dakshinamurti, K. et al.,
1994), insulina (Romero-Navarro, G. et al., 1999), PDX1 (Yoshikawa, H. et al., 2002),
interleucina 2 y su receptor (Yoshikawa, H. et al., 2002; Manthey, K. et al., 2002).

Mientras que a nivel postranscripcional se ha encontrado que la biotina modifica la
expresion del receptor de asialoglicoproteinas a través de una via de
fosforilaciones que requieren de GMPc y de la proteina cinasa G (PKG) (Stockert, R.
et al., 1990; Stockert, R. et al 1997; Collins, J. et al., 1998; De la Vega, L. et al., 2000); asi
mismo, por un mecanismo transcripcional que requiere de la activacion de PKG
también regula la expresion del receptor de insulina (De la Vega, L. et al., 2000) y la
glucocinasa pancreatica (Vilches-Flores, A., 2009).

Su efecto sobre la expresion de genes sustenta su accidon sobre un amplio
repertorio de efectos a nivel sistémico en procesos como el desarrollo (Watanabe, T.

et al., 1990; Watanabe, T., 1996); y el metabolismo, especialmente en el de la glucosa
(Fernandez-Mejia, C., 2005; Dakshinamurti, K., 2005)
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2.4.2 Biotina en el desarrollo fetal

Cantidades excesivas de biotina afectan el desarrollo y la reproduccion. En
insectos, especificamente en mosquitos (Aedes aegypti) (Pilai, M. et al., 1969),
moscas (Musca domesti ca) (Benschoter, C., 1967) y escarabajos (Dermestes
maculates) (Cohen, E. et al, 1968) la fertilidad se ve reducida debido al exceso de esta
vitamina. En ratas la administracion aguda durante el embarazo causa reabsorcion
de los fetos y las placentas (Paul, P. et al., 1975; Paul P. et al., 1976), cabe senalar que
estos efectos son a concentraciones muy altas. (100 mg/kg de peso). Sin
embargo a estas mismas concentraciones, en ratones no se encontraron efectos
adversos ni en las funciones reproductoras ni en el desarrollo embrionario
(Watanabe, T., 1996). En un estudio reciente se encontré que concentraciones
farmacoldgicas de biotina afectaron el desarrollo del ojo en ratones (Valenciano, A.I.
et al, 2002) este efecto esta relacionado con la disminucion de la apoptosis pero no
de la proliferacién de las células. También recientemente (Reyes-Carmona et al. 2011)
se reportd que la holocarboxilasa sintetasa, ha sido propuesto participa en la
activacion de la via de transduccion de sefales mediada por GMPc/PKG se
encuentra asociada con cambios en la cromatina en diferentes estadios del
desarrollo en Drosophila melanogaster.

2.4.3 Biotina en el metabolismo de carbohidratos

Los efectos de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos han sido puestos
de manifiesto tanto en in vivo como en in vitro en condiciones fisiolégicas y en el
estado diabético. A continuacion se describen.

2.4.4 Efectos de la suplementacion con biotina.

Las primeras evidencias que sugirieron que la biotina intervenia en el metabolismo
de carbohidratos y que permitieron el descubrimiento de los efectos que tiene
sobre la expresion genética fueron reportados por Dakshinamurti y colaboradores
(Mistry, S. et al., 1962). Este grupo encontré que la administracién en ratas de dosis
farmacoldgicas de la vitamina (1 mg/kg de peso) incrementa la actividad de la GK
(glucocinasa) hepatica (Dakshinamurti, K. et al., 1968; Dakshinamurti, K. et al., 1970). Este
efecto se observo tanto en condiciones posprandiales, contexto metabdlico en el
que normalmente la glucosinasa se encuentra aumentada, como en situaciones
donde la actividad de la enzima se encuentra disminuida como lo son en el ayuno
y los momentos posteriores al consumo de una dieta rica en lipidos. La
administracién de la biotina a la dosis ya mencionada también produce un
incremento prematuro en la sintesis de la GK (glucocinasa) hepatica en ratas
lactantes, periodo en el que normalmente la enzima no se encuentra presente
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(Dakshinamurti, K. et al., 1970). Pasados los afios y gracias a los avances en las
técnicas de biologia molecular se hizo evidente que el efecto que tiene la biotina
sobre la GK (glucocinasa) es consecuencia de una modificacion en la transcripcidon
del gen (Chauhan, J. et al., 1991).

En ratas prefiadas se observd que la administracion de altas dosis de la vitamina
(10mg/100 g de peso) disminuye la cantidad de glucdégeno en utero y placenta, asi
como la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en ovario,
utero e higado (Paul, P. et al., 1976).

En cultivos in vitro de células también se ha visto que la vitamina tiene efectos
sobre la expresion genética. Se ha encontrado que en hepatocitos asilados de
ratas la biotina incrementa la actividad de la glucocinasa, evento que es precedido
por un aumento en los niveles intracelulares de GMPc (Spence, J. et al., 1984).

También, concentraciones farmacoldgicas de biotina tiene efectos sobre el islote
pancreatico. Se ha observado que concentraciones de 10 a 1000 nM aumentan la
actividad de la glucocinasa y la abundancia de ARNm en cultivos de islotes
pancreaticos aislados de ratas normales en la linea celular pancreatica RIN1046-
38 (Borboni, P. et al., 1996). Nuestros estudios (Romero-Navarro, G. et al., 1999) y de otros
autores (Furukawa, Y. et al., 1995) también encontraron que islotes cultivados en
presencia de biotina aumentan la secrecidon de insulina. También se ha reportado
que la biotina incrementa la expresion de PDX-1, el cual es un factor
transcripcional determinante para el desarrollo pancreatico y para la expresion de

genes que participan en funciones fundamentales en el islote de Langerhans
(Yoshikawa, H. et al., 2002)

Los estudios hechos en ratones que dan origen a este proyecto (Lazo de la Vega, M.
et al., 2013) han demostrado que la administracién de una dieta durante 8 semanas
conteniendo dosis farmacologicas de la vitamina incrementa la expresion de
ARNm de varios factores de transcripcion que participan en la expresion de la
insulina y la secrecion de ésta, tales como FOXa2, Pdx-1 y Hnf4a, también se
observaron incrementos en el ARNm de genes como glucocinasa, Cacna1id, ACC,
glucagon y la misma insulina. En el analisis de la secrecion de esta hormona
hecho en islotes aislados de ratones con dieta rica en biotina se encontrd, que
comparados con los ratones de la dieta control, la secrecién de insulina se ve
aumentada significativamente. También se hallaron modificaciones en la
arquitectura de los islotes de ratones que recibieron la dieta suplementada con la
vitamina, los cuales muestran un alto porcentaje de islotes con células a al centro
(40.6%). Estudios morfolégicos revelan que éstos también presentan un mayor
tamano, debido a un numero mayor de células que lo componen pero sin modificar

la estructura, ni composicion celular de los islotes pancreaticos. (Lazo de la Vega, M.
etal., 2013).
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Un incremento en el tamafo de los islotes puede estar dado por dos factores: un
aumento en la proliferacion, o una disminucion en la apoptosis de las células alfa
y/o beta (Ackermann, 2007). Existen algunos reportes que indican que la biotina

tiene efectos sobre ambos procesos en diferentes tejidos (Crisp, S.E. et al., 2004,
Valenciano, A.l. et al., 2002).

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios efectuados anteriormente los cuales anteceden a este proyecto (Lazo de la
Vega, M. et al., 2013), han mostrado que la administraciéon por ocho semanas de una
dieta suplementada con biotina (56 veces mas la contenida en la dieta control)
aumenta en ratones la tolerancia a la glucosa, asi como la masa de las células
alfa y beta por medio de un aumento en el tamafio de los islotes. En estudios de
crecimiento y proliferacion se encontré que en células MING, la biotina podria
incrementar la proliferacion de las células, sin embargo estos cambios no
resultaron estadisticamente significativos. De forma inesperada, la arquitectura de
los islotes se encontr6 modificada en los ratones suplementados con biotina,
observandose un porcentaje mas elevado de islotes con células alfa localizadas
hacia el centro del islote con respecto a los controles. La pregunta que surge es si
este es un proceso gradual que se produce a lo largo de las ocho semanas o si los
cambios se realizan en el periodo después del destete, que, como se sefiald en la
introduccidén, es un periodo en el islote es susceptible a ser programado
metabdlicamente.

En este trabajo planteamos analizar los cambios que produce la administracién de
biotina a la primera semana de la ingesta de la dieta suplementada con biotina
sobre la morfologia y proliferacidon de las células alfa. Igualmente analizaremos los
efectos sobre la tolerancia a la glucosa.
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4 HIPOTESIS
En ratén dosis farmacoldgicas de biotina administradas en el periodo posterior al
destete de producen cambios en la localizacion y en la proliferacidn de las células
alfa a la semana de tratamiento.

5 OBJETIVOS

Analizar los efectos que produce la administracién biotina durante la primera
semana posterior al destete sobre la localizacion y la proliferacion de las células
alfa del islote pancreatico de raton.

5.1 Objetivos particulares

- Comparar los cambios producidos entre los animales que recibieron la dieta
control y la dieta suplementada con biotina durante una semana sobre:

1. El peso corporal y el consumo de alimento.

2. La tolerancia a la glucosa
- 3. La distribucion de las células alfa en el islote

- 4. La proliferacion de las células alfa.

6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales en experimentacion

Se usaron ratones machos de la cepa Balb/cAnN Hsd comprados en la compafiia
Harlan, México. En la tercera semana de edad habiendo sido recién destetados se
dividieron en dos grupos experimentales, control y suplementado respectivamente
(n=6) que fueron alimentados durante un periodo de ocho dias con dos dietas
distintas: uno de ellos se alimenté con dieta denominada control (2018S Teklad
Global 18% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Teklad) que contiene 0.8 mg
de biotina / kg de alimento, en tanto que el segundo grupo se alimentd con la
misma dieta pero suplementada con 100 mg de biotina/ kg de alimento (dosis
farmacolégica). ;Qué tan altas son estas concentraciones? ;Por qué eligieron 100 mg?
¢ Hicieron curva dosis-respuesta o en la de quién esta basada la eleccion? ME HACEN ESTA
PREGUNTA PERO NO SE BIEN COMO ESTRUCTURAR LA RESPUESTA Se determiné el
peso corporal y el consumo diario de alimento, asi como niveles de glucosa al
inicio y al final del experimento. También se realizaron curvas de tolerancia a la
glucosa los 7 dias de tratamiento. También finalizar el periodo de estudio los
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ratones se anestesiaron con Sevorane (Pentobarbital) (Laboratorios Abbott,
México) y se extrajeron los pancreas.

Los ratones durante todas las etapas fueron manejados de acuerdo con los
procedimientos estandar establecidos por el Comité de Etica para la
Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas y se mantuvieron en
condiciones controladas habituales en los bioterios. El peso corporal y el consumo
de alimento fueron monitoreados diariamente con la ayuda de una balanza
(Ohaus, Alemania). Al finalizar el tratamiento los animales se dejaron en ayuno
toda la noche para después ser sometidos a anestesia inhalada con Sevorane
(Pentobarbital). Se obtuvieron muestras de tejido pancreatico completo.

6.2 Determinacion de glucosa sanguinea

La concentracion de glucosa se obtiene por una puncion de la vena de la cola. Se
midid6 usando un glucémetro (Medisense Optium Xceed, Laboratorios Abbot,
México).

6.2.1 Curvas de tolerancia a la glucosa

Las curvas de tolerancia a la glucosa se efectuaron alrededor de las 10:30 AM en
ratones ayunados toda la noche. Se obtuvo una muestra de sangre al tiempo 0
para determinar la glucosa inicial, posteriormente se realiz6 una inyeccion
intraperitoneal de una solucién de glucosa al 10% a una dosis de 2g/kg de peso.

Las determinaciones de glucosa en sangre proveniente de la vena de la cola
fueron hechas a 15, 30, 60 y 120 minutos después de la inyecciéon usando un
glucometro (Medisense Optium Xceed, Laboratorios Abbot, México) y tiras
reactivas para este aparato (Medisense Optium Xceed, Laboratorios Abbot,
México).

6.2.2 Analisis histolégicos del pancreas para analisis de proliferacion

Una vez extraido el pancreas, se fijo durante 24 h en paraformaldehido al 4% en
PBS 1x, se deshidraté en una serie de concentraciones crecientes de etanol y xilol
(Etanol al 50°, 70°, 90°, 96° y 100°, etanol 100°/Xilol y Xilol puro, 1h en cada uno),
y se embebiod en parafina (Paraplast, Sherwood Medical Co.)a 58-60° C durante 1
h. Los pancreas se montaron en casettes para histologia y se hicieron cortes
consecutivos de 5 ym de grosor usando un microtomo. Los cortes se montaron en
laminillas tratadas con polilisina-L (Sigma-Aldrich).

Las laminillas se desparafinaron y rehidrataron con una serie de xilol y etanol en el
orden inverso al utilizado en la deshidratacién durante 4 min en cada disolucién y
se lavaron con PBS 1x por 5 min. Se realiz6 la recuperacion de antigeno hirviendo
las laminillas en buffer de citratos (pH6) durante 10 min a 90°C. Posteriormente se
permeabilizaron con suero normal de cabra al 3% y Tritdn X-100 al 0.3% durante
30 min, y se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos: raton anti-
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glucagon (1:6000, Sigma), diluidos en PBS 1x con suero normal de cabra al 1%.
Para el analisis de proliferacion, se utilizé el anticuerpo conejo anti-PHH3
(Fosfohistona H3) dilucion 1:250, (Millipore).

Posteriormente se procedid a hacer las incubaciones con el respectivo anticuerpo
secundario: anti- IgG raton conjugado con FITC (Jackson) a una dilucién 1:800
para la deteccion de glucagon y anti-lgG de conejo conjugado con CYES3 para la
deteccion de PHH3 (Fosfohistona-H3) (Jackson). Para la deteccion de los nucleos
después de las incubaciones los cortes fueron lavados por 5 min tres veces con
PBS y posteriormente incubados con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) diluido
al momento en suero normal de cabra al 1%) Posteriormente los cortes fueron
cubiertos con medio de montaje (Dako) y un cubreobjetos previamente lavado en
alcohol absoluto. Las imagenes de los islotes pancreaticos fueron obtenidas
usando usando un microscopio Olympus LX100 (Tokio, Japén) y analizadas con el
software Image J 1.4 (USA).

El analisis morfométrico se realizé en 2 laminillas de cada ratén, en un total de 4
ratones por grupo

6.2.3 Analisis de la proliferacion.

Para analizar la proliferacion celular se utilizé PHH3 (Fosfohistona-H3), una
proteina que forma parte de la cromatina. Esta proteina se fosforila en la serina-10
y serina-28 cuando la célula se encuentra en mitosis.

El PHH3 es probablemente el marcador mas especifico de mitosis. Su fosforilacion
es maxima durante la mitosis, minima durante la interfase celular e inexistente
durante la apoptosis. Esto lo convierte en un marcador muy sensible de mitosis,
aunque no es especifico de ningun tipo celular. A veces, para evitar confusion es
necesario realizar un doble inmunomarcaje con un marcador especifico de la
estirpe celular estudiada. (Fuertes, L. et al., 2013)

Para este caso el marcaje se realiza para células alfa (glucagon), PHH3 y nucleos
(DAPI).

6.2.4 Analisis de islotes con células alfa al centro

La distribucion de las células en el islote (arquitectura) se evalué mediante la
cuantificacion del porcentaje de los islotes con una o mas células alfa localizadas
a mas de tres capas celulares lejos de la periferia del islote. La cuantificacion se
llevd a cabo manualmente sobre la fotografia de cada islote utilizando el programa
Image J.
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6.2.5 Analisis estadistico

En el analisis estadistico se uso el programa Statview V.4.5 (Abacus Concepts).
Todos los datos presentados corresponden al promedio * error estandar. La
significancia estadistica fue evaluada por una prueba de ANOVA de dos vias. Los
valores de P menores a 0.05 son considerados como estadisticamente
significativos.

7 RESULTADOS
7.1 Peso corporal

El peso de los animales fue registrado todos los dias a lo largo del experimento.
No hubo diferencia en la ganancia de peso durante el tratamiento. Se observaron
aumentos graduales de peso con respecto al tiempo. Si bien se nota un aumento
pronunciado en el peso a los 5 dias en los ratones control, este no es significativo
estadisticamente y es el resultado de los errores estandar obtenidos en las
mediciones. La curva de crecimiento indica el peso promedio en gramos de
ratones de la cepa BALB/cAnN Hsd, controles y suplementados con biotina
durante los 7 dias de tratamiento. No hubo diferencia en la ganancia de peso
durante el tratamiento. (Figura 6)
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17

16

15 1

14

13

Peso (g)

12 A

11 7

10 A

Dias

| Figura 6 Peso corp@@l[gﬁ@re‘%;bresentados diariamente durante la experimentacion de ratones control
(n=6, circulos negrc@“pﬂ@meﬂmdbr(uﬁdiqos con biotina (n=6, circulos blancos).
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7.2 Curva de tolerancia a la glucosa
Se realiz6 la curva de tolerancia al dia 7 de tratamiento, observandose que a los

15 minutos de la administracion de glucosa los valores fueron mayores en el grupo
suplementado. En tanto que los niveles de glucosa fueron semejantes para los dos
grupos a los tiempos subsecuentes. (Figura 7)
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Figura 7 Curva intraperitoneal de tolerancia a la glucosa en ratones control (circulos negros, n=6) y ratones
suplemer@agdsatqmbB)ina (circulos blancos n=6). *P<0.05 Comparado con el control.

Suplementado (n=6)

7.3 Analisis del porcentaje de islotes con células alfa al centro

Como se sefalé anteriormente, la administracion de 8 semana de una dieta
suplementada con biotina aumentd la proporcion de células alfa al centro. En este
estudio analizamos el efecto de la dieta suplementada a la semana de ingesta. Lo
que se observa es que la biotina no modifica significativamente la frecuencia de
células alfa localizadas en el centro del islote ya que se obtuvo un 26.7 £ 5.8 en el
control y un 36.1 + 4.7 en el suplementado. (Figura 8 y 9)
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Figura 8 A) Islote representativo del grupo control con células alfa al centrol (Escala 10X)

B )lIslote representativo del grupo suplementado con células alfa al centro (Escala 10X)
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Figura 9 Porcentaje (media + ES) de islotes (n=4) con mas de una célula positiva a glucagon hacia el centro
(cuarta capa de células alejada de la periferia 0 mas) del islote. *P<0.05 comparada con el control.

7.4 Analisis de células alfa en proliferaciéon

Existen algunos reportes que indican que la biotina tiene efectos sobre la
proliferacion (Crisp, S.E. et al., 2004). Para determinar si un incremento en la
proliferacion estaba participando en el aumento del tamafio de los islotes,
analizamos el porcentaje de células en proliferacion mediante el marcador
fosfohistona H-3 (PHH3), una proteina que permite determinar la proliferacién y no
detecta la apoptosis, (Fuertes, L. et al., 2013) ademas de marcar glucagon y 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (marcador de nucleo celular) en cortes
histologicos de pancreas aislados de ratones control y suplementados con biotina.
(Figura 6 y 7). Los resultados muestran muy bajo porcentaje de células en
proliferacion y no se observaron diferencias significativas entre los grupos. Se
buscé también hacer estudios utilizando el marcador de citoqueratina 20 (Ck20)
que es otro marcador de proliferacion celular en el cual no fue posible observar la
inmunofluorescencia de esta proteina. (Figura 10y 11)

28



% ou cell en proliferacion

0.25

0.20

0.15

0.05

0.00

Proliferacion

T

1

I C ontrol
[ Suplementado

Grupos

Figura 10 Porcentaje (media £ ES) de islotes (n=4) con células alfa en proliferacion. *P<0.05 comparada con

el control

Figura 11 A) Islote control representativo en proliferacion
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B) Islote suplementado representativo en
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8 DISCUSION

Estudios efectuados previamente en el laboratorio en donde se realizd esta tesis
(Lazo de la Vega, M. et al., 2013), han mostrado que la administracion por ocho
semanas de una dieta suplementada con biotina aumenta la masa de las células
alfa y beta por medio de un aumento en el tamano de los islotes. De forma
inesperada, la arquitectura de los islotes se encontr6 modificada en los ratones
suplementados con biotina, observandose un porcentaje mas elevado de islotes
con células alfa localizadas hacia el centro del islote con respecto a los controles.
Es interesante conocer si este es un proceso gradual que se produce a lo largo de
las ocho semanas o si los cambios se realizan en el periodo después del destete,
que, como se sabe, es un periodo en el islote es susceptible a ser programado
metabdlicamente. (Lazo de la Vega, M. et al., 2013)

En este trabajo propusimos el estudio de los cambios que produce la
administracién de una dieta suplementada con biotina durante una semana sobre
la tolerancia a la glucosa, la presencia de células alfa al centro del islote y sobre
mecanismos que podrian participar en el aumento del tamafio de los islotes.

Primeramente comparamos los cambios en el peso corporal de los ratones bajo la
dieta control y la dieta suplementada con biotina, este estudio también permite
detectar anomalias (enfermedad, bajo aumento de peso) en los sujetos de estudio.
Los resultados indican que la ganancia de peso fue similar en los dos grupos.
Estos datos apoyan observaciones previas del laboratorio que indican que la
suplementacién de biotina en la dieta no modifica la ganancia de peso de los
ratones. (Lazo de la Vega 2013)

También analizamos el efecto de la dieta en este periodo sobre la tolerancia a la
glucosa. Si bien las concentraciones de glucosa no difieren entre los dos grupos a
los 30, 60 y 120 minutos de la curva de tolerancia, a los 15 minutos el grupo
suplementado presenta concentraciones de glucosa mayores que el grupo control.
Esta diferencia podria estar dada por una alteracion en la primera fase de la
secrecion de insulina, la cual se produce en los primeros minutos del estimulo de
glucosa, como resultado de un proceso complejo de multiples pasos que requiere
de: el transporte y la oxidacion de la glucosa, cambios electrofisioldgicos y la
fusidén de granulos secretores que contienen insulina con la membrana plasmatica
de la célula beta). Estos resultados difieren de los hallazgos a las 8 semanas de
tratamiento, en donde se observa que el grupo suplementado presenta areas bajo
la curva menores del que presenta el grupo control (Lazo de la Vega, M. et al., 2013).
Estudios abordando los mecanismos involucrados en la primera fase de la
secrecion de insulina seran de gran utilidad para determinar las bases moleculares
de estos efectos.

Tomando en cuenta las observaciones del efecto de la vitamina sobre el aumento

en la proporcion de células alfa al centro del islote a las 8 semanas de ingesta de
la dieta suplementada, cuantificamos la presencia de células alfa en el centro del
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islote a la primera semana posterior al destete. No se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre el grupo que recibié la dieta control y el que recibid la
suplementada con biotina, aunque el numero de células alfa fue un poco mayor en
el suplementado. Los resultados sugieren que los cambios en la proporcion de las
células alfa en el centro del islote observada a las 8 semanas (Lazo de la Vega, M.
et al., 2013) podria generarse gradualmente con el tiempo. Se requieren, por lo
tanto experimentos que analicen el curso temporal de los efectos de la
suplementacion de biotina sobre el islote.

En estudios anteriores se encontré que la administracion de 8 semanas de una
dieta suplementada con biotina aumento el tamano de los islotes y un aumento en
la masa de las células alfa. (Lazo de la Vega, M. et al., 2013). Un incremento en el
tamafno de los islotes puede estar dado por dos factores: un aumento en la
proliferacion, un aumento en la neogénesis, o una disminucion en la apoptosis de
las células alfa y/o beta (Ackermann, A.M. et al.,, 2007). EI que se haya
encontrado un aumento en su tamafio en respuesta a 8 semanas de la dieta
suplementada con biotina podria deberse a un incremento en la proliferacion ya
que existen reportes de que la biotina in vitro aumenta tasas de esta (Crisp, S.E. et
al., 2004). En este trabajo se investigo las proliferacion celular mediante técnicas de
inmunohistoquimica analizando la presencia de PHH3 en el nucleo. Aunque
hubiéramos esperado que durante este periodo hubiese cambios en la
proliferacion, los resultados nos muestran que la tasa de proliferacién encontrada
es muy baja, lo que nos sugiere que otros procesos como la neogénesis pudieran
estar participando.
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9 CONCLUSIONES

No hubo diferencias en la ganancia de peso entre los animales que consumieron
la dieta control y los que consumieron la dieta suplementada con la vitamina.

El area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa fue mayor en los
ratones suplementados.

No se observaron diferencias significativas en la proporcion de células alfa al
centro del islote entre el grupo que recibio la dieta control y el que recibid la
suplementada con biotina.

La tasa de proliferacion celular fue muy baja, sin encontrarse diferencias
significativas entre los dos grupos, aunque si hay una tendencia de aumento en
los suplementados.

Los resultados sugieren que los cambios observados en el islote a las 8 semanas
de la ingesta de una dieta suplementada con biotina no se generan en la primera
semana de tratamiento sino que podrian generarse gradualmente con el tiempo.

Estos resultados nos abren camino a buscar otros mecanismos por medio del cual
se esté dando este efecto de aumento de tamafio en los islotes. Estudios a futuro
analizaran otras posibilidades como la expresion de INGAP, una proteina
participante de la neogénesis, maduracion y regeneracion pancreatica.(Chang, T.J.
et al., 2004) Ademas de un estudio de curso temporal para observar los cambios que
se van generando con el tiempo.
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