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A. RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que a concentraciones
farmacoldgicas tienen efectos sobre la proliferacion, el desarrollo, la reproduccién
y el metabolismo. La biotina favorece el metabolismo de la glucosa. En estudios
previos se vio que la administracion de una dieta suplementada con biotina
durante ocho semanas incrementa la expresion de genes que favorecen la sintesis
de insulina, aumenta su secrecion y produce cambios estructurales en el islote
pancreatico, que es el encargado de mantener la homeostasis de la glucosa, su
estructura y su funcionalidad esta determinada en etapas tempranas del
desarrollo. El periodo posterior al destete es una ventana critica en la cual la
exposicion a factores ambientales puede programar la funcion de varios érganos
en etapas posteriores a la vida. Sin embargo se desconoce si la suplementacion
con biotina durante la ventana critica es suficiente para proteger ante un dafio
pancreatico en la etapa adulta.

En este trabajo se analizan los efectos de la suplementacion con biotina en el
periodo de ventana critica posterior al destete, ante un dafio causado por
pancreatectomia en la etapa adulta. Ratones BalB/c AnN Hsd hembra recibieron
una dieta suplementada con botina (108 mg de biotina/kg dieta) o una dieta control
(0.9 mg biotina/kg dieta) durante las 3 semanas posteriores al destete. Al término
de las 3 semanas, el grupo suplementado comenzé a recibir dieta control hasta el
dia del sacrificio. A las 5 semanas posteriores al destete una parte de los ratones
se sometieron a una pancreatectomia parcial, Se formaron 4 grupos: control
SHAM , suplementado SHAM, control pancreatectomia (PTT), suplementado
pancreatectomia (PTT). Posterior a la cirugia se evalué diariamente durante una
semana la homeostasis de la glucosa, peso corporal. Al término de la semana se
realizo el sacrificio y se extrajo el pancreas para el analisis morfometrico de los
islotes mediante inmunohistogimica.

Se encontraron efectos benéficos con la suplementacion con biotina que se vieron
reflejados en el peso corporal, concentraciones de glucosa en sangre y la
tolerancia a ésta. Ademas encontramos un aumento en la regeneracion del
pancreas en los ratones pancreatectomizados que recibieron la dieta
suplementada.



B. INTRODUCCION

Para la mayoria de los seres vivos, los alimentos representan la fuente que cubre
sus necesidades energéticas, a su vez éstos se transforman en una reserva de
nutrientes y energia que las células de los diferentes tejidos pueden utilizar en
periodos de ayuno o restriccion de aporte exdgeno de nutrientes. El
almacenamiento y la utilizacion de estas sustancias estan controlados por
mensajes hormonales que dirigen la integracion metabodlica del organismo
completo (Virginia Melo Ruiz et al. 2007)

En el estado postprandial (después de comer), hay una inter-relacién entre la
insulina secretada por las células beta y los 6érganos que almacenan la glucosa,
como el masculo y el higado que en conjunto controlan las concentraciones de
glucosa en sangre.

La insulina promueve la captacion de glucosa, la sintesis de glucégeno en higado
y musculo, asi como la captacion y sintesis de lipidos que se almacenan en el
tejido adiposo. Mientras que en el estado postprandial (después de ingerir
alimentos) inhibe la formacion de glucosay la lipdlisis (Fig.1)
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Figura 1.Muestra la actividad de la insulina secretada por las células beta en estado postprandial.



Durante el ayuno,hay una disminucién en las concentraciones de insulina en
plasma y un aumento en hormonas que contrarrestan la accion de la insulina,
como lo es el glucagon, los glucocorticoides y las catecolaminas, que contribuyen
a la liberacion de glucosa en sangre por medio de la degradacion de glucégeno y
la gluconeogénesis. Estas hormonas también favorecen la lipolisis. El glucagon y
la insulina son sintetizadas por los islotes pancreaticos que se encuentran en el
pancreas (Fig.2)
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Figura 2. Se observa que tanto la insulina y el glucagén son sintetizadas por el islote pancreatico
para mantener la homeostasis de la glucosa en plasma. imagen tomada de
http://163.178.103.176/CasosBerne/7gRenal/Caso038-1/HTML/CasosB2/Poli/Polil.htm

B.1. ELPANCREAS

Es una glandula que se encuentra en el abdomen, en el humano mide de 14-18
cm de largo y se extiende entre el duodeno y el bazo. Anatébmicamente el
pancreas esta dividido en cabeza cuerpo y cola y se encuentra constituido por
tejido exdcrino y endocrino. La parte exdcrina ocupa la mayor parte del pancreas y
estd compuesta por acinos que son encargados de sintetizar y secretar enzimas
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como la amilasa, la lipasa, fosfolipasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa; todas
estas enzimas pancreaticas tienen funciones digestivas y su pH éptimo es
alcalino. La parte endocrina del pancreas esta conformada por los islotes de
Langerhans (Ulrich Weish et al. 2008)

B.2 LOS ISLOTES DE LANGERHANS
B.2.1 Los islotes de Langerhans y su composicion

El pancreas posee aproximadamente 1 millon de islotes que constituyen 1-1.5 %
del total de masa pancreatica en humanos. Los islotes se encuentran constituidos
por células beta, células alfa, células delta, las células gama también llamadas
células PP y las células épsilon. Cada islote secreta hormonas; la insulina que es
secretada por las células beta, el glucagon secretado por las células alfa, la
somatostatina secretada por las células delta, las células gama secretan
polipéptido pancreatico y las células épsilon que secretan grelina (Stephen Nussey
and Saffron Whitehead et al. 2001). El fuerte acoplamiento entre la secrecion de
insulina y glucagon en relacion a los nutrientes que se encuentran en la sangre es
posible debida a la disposicion anatomica de los islotes y la direccion del flujo de
sangre en cada islote.
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Fig 3. El pancreas y su composicion
En humanos alrededor de un 50% de las células del islote corresponde a las

células beta, un 35% a células alfa y un 11% a células delta. En raton las
proporciones cambian, un 77% corresponde a células beta , un 19% a células alfa,



y un 6% a células delta, las épsilon son importantes en el nacimiento y en el
desarrollo pero disminuyen en la etapa posnatal (Brisova M &.Powers et al. 2008).

B.2.2 Diferencias en la Citoarquitectura del islote Pancreético en Ratones y
Humanos

En roedores como ratones y ratas, la arquitectura del islote se caracteriza por
tener las células beta en el centro, una capa de células que rodea a las células
beta, esta capa de células incluye a las células alfa, células delta y épsilon (Donald
J. Steiner, Abraham Kim et al. 2010) (Fig. 4). Dependiendo de la region del
pancreas, la proporcion de células endocrinas cambia, pues en los islotes de la
region del cuerpo y la cola hay un mayor porcentaje de células alfa comparado con
los que se encuentran en la cabeza.(Aguayo Mazzucato et al. 2006). Hay otros
estudios que sugieren que hay un gran numero de islotes en la cola del pancreas
comparada con la cabeza (Donald J. Steiner, Abraham Kim et al. 2010)(Elayat AA
et al. 1995)

En islotes humanos no hay una distribucion especifica como en ratones, las
células alfa, beta, delta y épsilon estan distribuidas aleatoriamente en todo el islote
(Donald J. Steiner, Abraham Kim et al. 2010) Cabrera reporta diferencias en la
proporcién de células enddcrinas en diferentes regiones del pancreas, aunque
Brissova y Stefan describen gran ndmero de células PP en la cabeza y gran
namero de células alfa y beta en el cuello, cuerpo y cola. (Cabrera O, Berman
2005)(Brissova,2005)(Stefan 1982)(Fig. 4).
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Figura 4. Diferencias entre el islote de un ratén y el humano. Se muestran las diferencias entre
un islote de raton, en el que las células 8 de insulina se encuentran al centro rodeadas por células
B, 8, € (a) y un islote de Humano que mantiene una distribucién aleatoria de todas las células
(b).Imagen modificada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books & http://www.scielo.org.mx/



B.3 LA INSULINA
B.3.1. Estructura y su sintesis de la Insulina

La insulina es una hormona pepitidica de 5.8 KDa, consiste de dos cadenas
unidas por dos enlaces disulfuro: la cadena A contiene 21 aminoacidos y la B 30
aminoacidos. Las cadenas estan unidas por puentes disulfuro. ElI gen de la
insulina codifica para la sintesis de una sola cadena, precursor de la insulina, la
preproinsulina consiste en una péptidosecuencia de 24 aminoacidos en el extremo
aminoterminal, seguido de la secuencia B de la insulina, unida a la secuencia que
forma el péptido de conexion o péptido C de unos 30 amino&cidos y como terminal
la secuencia A de la insulina en el extremo carboxilo terminal (Raimundo Goberna
Ortiz et al.1995).

La preproinsulina pierde un péptido terminal y se transforma en proinsulina en el
reticulo endoplasmatico. La proinsulina tiene la estructura tridimensional de la
insulina con el péptido de conexion o péptido C. Las moléculas de proinsulina y de
insulina se agregan en forma de hexameros con Zn*?(Raimundo Goberna Ortiz et
al.1995) el hexamero es la forma en la que se almacena la insulina en las células
beta, sin embargo la forma activa es en forma de mondémero.

La proinsulina es méas soluble que la insulina ya que contiene residuos cargados
en él péptido C, pasa del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi mediante
vesiculas transportadoras que requieren GTP y calcio. En Golgi se forma la
vesicula con clatrina y aparece el granulo beta inmaduro, formandose un nucleo
denso de cristales de insulina y proinsulina con el zinc en forma de hexameros.
(Raimundo Goberna Ortiz 1995)(Fig. 7).
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Figura 5. Estructura de la insulina



B.3.2. La secrecion de lainsulina

La insulina es secretada por las células B en los islotes pancreaticos en respuesta
a niveles elevados de glucosa en sangre (mayores a 7mM). Hace mas de 30 afios
Grodsky, demostro que la secrecion de insulina en respuesta a glucosa exhibe un
patrén caracteristico bifasico (Curry DL et al.1968). Después del estimulo de
glucosa hay un primer pico de insulina seguida de una disminucion en la secrecion
y consiste en una rapida y pasajera primera fase seguida de una segunda fase
prolongada en la cual se continua la secrecion de insulina a una baja tasa pero en
mayor cantidad con respecto al basal pre-estimulatorio (Fig.6).

Miveles altos de glucosa

— Primera fase

Segunda fase

Secrecion de insulina

|
(-3 min

Tiempo

Figura 6. La secrecion bifasica de insulina. La secrecién enddgena de la insulina consta de una
primera fase con un pico de insulina aproximadamente de los 4 a 5 minutos del estimulo secretor, y
de una segunda fase que alcanza niveles plasmaticos inferiores pero mantenidos en el tiempo.
http://scielo.isciii.es/img/revistas/nh/v23n2/9_f1.qgif

La ruta mas importante de liberacion de insulina al intersticio de los islotes es la
exocitosis de granulos secretorios regulada o mediada por Ca®" (Orei. L et al.
Agosto 1973, Wholheim et al. 1981, Orei. L et, al Enero 1973). Estudios han
demostrado que una célula beta contiene mas de 10,000 granulos secretorios
(Dean et al. 1973, Olofsson et al. 2002). La secrecion de insulina en respuesta a
glucosa va acompafiada de una actividad eléctrica, esta actividad consiste en
oscilaciones en el potencial de membrana (Gilon P.Shephend et al 1993).



B.3.3 Primeray Segunda fase de secrecion de insulina

La glucosa entra a la célula por difusion facilitada mediada por proteinas
transportadoras de glucosa caracterizadas por tener dominios hidrofobicos tipo
hélice. En la célula beta, la glucosa se transporta por medio de la isoforma 2 del
transportador de glucosa GLUT2 en los roedores y por la isoforma 1 en humanos
(Joost et al. 2002). Al entrar la glucosa en la célula es fosforilada para formar la
glucosa 6-fosfato, reaccion catalizada por la glucocinasa. Este paso de
transformaciéon por esta enzima es muy importante y se considera el marcapaso
en la secrecion de la insulina. La glucosa 6-fosfato alimenta las vias metabdlicas
entrando a la glucdlisis para la obtencién de piruvato el cual posteriormente entra
al ciclo de Krebs y a la fosforilacion oxidativa para obtener energia en forma de
ATP (Matschinsky et al. 1996). La generacién de ATP provoca el cierre de los
canales de potasio dependientes de ATP (Karp). El cierre de estos canales impide
que el K* salga del interior de la célula y se acumule en el interior provocando una
despolarizacibn de membrana permitiendo que se abran los canales de calcio
(Ca**) dependientes de voltaje y los canales de Na*. La entrada de sodio y calcio
despolarizan ain mas la membrana, ocasionando que se abran los canales de
Ca' tipo L y otros canales de Ca*? dependientes de voltaje incrementando los
niveles de calcio intracelular (Hiriart et al. 2008). El calcio lleva a la fusion de los
granulos de insulina a la membrana para la liberacién de la insulina al torrente
sanguineo (Rosman & Rentrom et al. 2003). El paso limitante para la primera fase
se encuentra en la cascada de transduccion de sefiales que es la deteccion de los
niveles de Ca?* y la exocitosis de los granulos de liberacién inmediata ( Starub&
Sharp et al. 2002)(Fig. 7).
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Figura 7.Mecanismos moleculares que intervienen en la secrecién de insulina en la célula .
Imagen tomada y modificada de The Physiology of Glucagon-likePeptide 1. PhysiolRev 2007, 87:
1049-1439.



La segunda fase de la secrecion de insulina fue reportada por (Curry et al. 1968)
en la cual observaron que al perfundir el pancreas con glucosa, la secrecién de
insulina se incrementaba rdpidamente a partir de los 2 minutos posteriores a la
infusion de glucosa y alcanzaba su pico maximo a los 4 minutos y que una
segunda fase mas lenta seguia a este incremento y se sostenia durante todo el
periodo de infusidon de glucosa. (Curry et al.1968)(Fig. 6). Cuando el pancreas se
perfundia con tolbutamida, una sustancia que bloquea los canales de potasio; solo
se observaba el primer pico de liberacion rapida de insulina, sugiriendo que la
secrecion bifasica de insulina s6lo se genera en respuesta a glucosa (Curry &
Grodosky et al. 1968). Fue hasta después que se encontraron los mecanismos
independientes de la accidn idnica (activacion de los Katp)( Aizawa, Henquin et al.
1992; Gembal&Henquin et al. 1992). A partir de entonces, se sabe que la
secrecion de insulina en respuesta a glucosa comprende una primera fase rapida
de secrecién, ocasionada por una via de disparo (o un mecanismo independiente
de Katp), seguida de una segunda fase de liberacion sostenida que depende de
una via de amplificacion (o un mecanismo dependiente de Katp) (Henquin et al.
200; Aizawa et al. 2002).

Esta naturaleza bifasica es debido a la existencia de dos pozas de granulos de
insulina, una primera poza que se encuentra en citoplasma que corresponde al
94% de los granulos secretorios, y una segunda poza de granulos anclados a la
membrana y se dividen en 2: granulos listos para ser liberados (LL), y los granulos
de liberacion inmediata (LI), los LL son los primeros en secretar a insulina en
respuesta a un incremento de Ca ?* durante la primera fase, los granulos LI
pertenecen a los granulos de reserva que se encargan de restablecer los granulos
LL, una vez que estos se han agotado , pero este mecanismo requiere de ATP y
de un mayor metabolismo de glucosa (Rosman, P. y Rentrom 2003).

Ademéas de la glucosa existen vias de sefalizacion que al ser activadas
contribuyen al mantenimiento o el aumento de la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa, como las vias de CaMKII (Jruher et al. 1995; Easom et al.
1999), PKA (Saharp et al.1979; Jones et al. 1998), PKC'(Jones et al. 1998; Doyle
et al. 2003) y PKG(Laychock et al. 1991; Russell et al. 2010).

B.4 DESARROLLO DEL PANCREAS
B.4.1 Morfogénesis del pancreas

La formacion del pancreas se inicia de manera temprana durante el desarrollo
embrionario. En el ratdén la primera indicacion visual de morfogénesis pancreatica
se da alrededor del dia embrionario 9 (€9), cuando dos rudimentos, uno dorsal
primero y otro ventral después, se hacen visibles en la zona del endodermo del
intestino primitivo que dara lugar al duodeno. Entre € 9.5y el e 12.5, la mayoria de
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las células formadas son positivas para glucagon. A partir del e 12.5 se produce la
diferenciacion exponencial de células enddcrinas, en su mayoria células beta, a
partir de neogénesis; Pero no es hasta poco antes de nacer (e18-e19) que los
islotes estdn plenamente formados (Meyers et al. 2002). La maduracion final del
islote se produce durante las primeras semanas después del nacimiento.

El pancreas exocrino empieza a diferenciarse hacia el dia el4.5 y para el dia
el15.5 los acinos ya son claramente distinguibles de los ductos (Meyers et al.
2002). Hacia el dia 10.5 se inicia el crecimiento y ramificacion del epitelio de dos
primordios pancreaticos, los cuales entre el dia embrionario 13.5 sufren una
reorientacion y se fusionan para producir un solo 6rgano dividido en 3 secciones:
cabeza parte méas préxima al duodeno y originada del primordio ventral; cuerpo
parte media cercana al estbtmago y la cola porciébn cercana al bazo, ambas
secciones derivadas del primordio dorsal (Meyers et al. 2002). En humanos, los
primordios pancreaticos son evidentes en la semana 4 de gestacion y su fusién se
produce la final de la semana 6. Las células enddcrinas estan presentes ya en la
semana 10. Cabe destacar que existen pocos estudios moleculares sobre la
organogénesis del pancreas en humanos y los modelos vigentes se basan
mayoritariamente en informacion obtenida de raton y pollo (Meyers et al. 2002).

B.4.2 Células madre embrionarias como precursoras del pancreas e islotes
pancreéticos

El origen de las células productoras de insulina es a partir de células madre
embrionarias (ES) o células madre, las cuales a su vez son derivadas de la masa
celular interna del blastocisto, tales ES son un grupo de células indiferenciadas
localizadas en el epiblasto. El epiblasto da origen a las tres capas embrionarias a
través de un proceso llamado gastrulacion cuyo destino final es la diferenciacién
en tejidos (Thomson et al. 1998)(Wells & Melton et.al 1999). La iniciacién de la
gastrulacion es reconocida por la formacion de la linea primitiva en la parte
posterior del epiblasto. Después dentro de la linea primitiva, las células del
mesendodermo regulan la expresion de muchos genes para la diferenciacion del
endodermo definitivo y progenitores del mesodermo. El endodermo tiene dos
principales poblaciones una denominada endodermo visceral y otra denominada
endodermo definitivo. El endodermo visceral es derivado de las células del
revestimiento de la linea primitiva la cual es desplazada para integrar el saco
extraembrionario vitelino relacionado a tejido (Thomson et al. 1998; Yasunaga et
al. 2005). El saco vitelino puede expresar tempranamente a-fetoproteina (AFP),
albimina, insulina-Il, y una baja tasa de insulina-l, pero le falta la expresion de
Neurogenina-3 (Ngn3), Islet-1 (Isl-1), Neuro Df/2 y glucagon (Giddings. S.J et al.
1994; Ku, H. ; Zhang, et. al 2004). Insulina-I, Neurogenina-3 (Ngn3), Islet-1 (Isl-1) y
Neuro DB/2 son expresadas en células enddcrinas y neuronas, pero Neurogenina
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3 y glucagon son exclusivas del desarrollo enddcrino del pancreas (Edlund et al.
2001). Las células del endodermo originan el tracto gastrointestinal, incluyendo el
pancreas y el higado (Yasunaga et al. 2005). Una vez que las células del
endodermo estan comprometidas se alinean a lo largo del eje vertical del tubo
intestinal, el cual es también dividido en intestino proximal, intestino medio e
intestino caudal o distal. El pancreas primitivo dorsal es derivado del endodermo
dorsal del intestino proximal e intestino medio, junto con la parte dorsal del
eso6fago, estbmago y duodeno (Thomson et al. 1998; Yasunaga et al. 2005) (FIg.
8).

Intestino proximal Intestino medio Intestino distal

Pancreas:
dorsal

Estomago

Intestino

Rinones

Pancreas
ventral

Higado

Figura 8. Representacion esquematica de cémo el endodermo da origen a los diferentes
drganos.

B.4.3 Sefializacion y desarrollo pancreético

La notocorda envia sefiales que reprimen la expresién de Sonic Hedgehog (shh)
en el endodermo pancreético dorsal, lo que constituye un primer prerrequisito para
la expresion de Pdx-1 en esta regidn y para el consiguiente desarrollo del
pancreas. La activina- b, perteneciente a la familia de TGFB y el FGF2 son dos de
las moléculas secretadas por la notocorda y mediadoras de dicho efecto. La
especificaciéon del pancreas ventral ocurre de manera independiente (Albert
Barbera). Pdx-1 se expresa en el endodermo ventral y las sefiales procedentes del
mesodermo cardiaco y del séptum transversum no son necesarias para inducir la
expresion de este factor en la region pre-pancreatica.
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B.4.4 Diferenciacién enddcrina pancreatica

El fenotipo pancreatico comun ( Pdx-1+, hixb9+, y shh-) serd igualmente adoptado
después tanto en la parte dorsal cdmo en la ventral (Wells ,Mellton et al. 1998)
(Edluns et al. 2001). La regulacion del proceso de diferenciacion celular involucra
la expresion de muchos factores transcripcionales y sefiales conocidas como
sistema de sefalizaciéon Delta-Notch. (Edluns et al. 2001; Edluns et al. 1998;
Jensen et al. 2004). Las partes exocrina y endocrina mantienen transcientemente
el fenotipo pancreatico comun, pero después comienza la diferenciacion, el
progenitor exocrino expresa Ptfla-p48 y Hesl. Hes 1 es un represor que permite
que las células exocrinas progenitoras proliferen parcialmente indiferenciadas,
mientras que su progenie solo expresara Ptfla-p48 (Edluns et la. 2001; Apelvis et
al. 1999; Jensen et al. 2004). En contraste el progenitor endocrino expresara
inicialmente neurogenina 3 (Ngn-3) y posteriormente co-expresa Beta2/Neuro D
Pax 4, comprometeran a la linea celular endocrina. Multiples factores de
transcripcion van a definir el destino de las células endocrinas presentes en los
islotes. Basicamente las células a se caracterizan por Pax 6, Nkx2.2, Irx 1y 2,
Brn4 y Arx, las B por Pax 4, Pax 6 Nkx 2.2 , NKx 6.1, Mnx1, MafA y Pdx1, las d por
Pax y las PP por NKx 2.2 (Vanhoof, D. et al. 2009) (Fig. 9).

7N
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HNF6 l
HNF4a hd
HNF3 ()
N
Hixbh9 l
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s
_——-"___-_ - "'-——--- __--__"—i-
C _“‘-4lr () o
W), Hes-1{_) o)
| | :
MNeuroD |_K \J
q N N —— ]
and L 1_ﬁ —
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HNFI1b 1
S 1 l l Nkx6.1 ()
HNF3 Mast] Brnd l l
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ctlula alfa ctlula beta otlula delta célula PP
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Figura 9. Factores de transcripcion que participan en la diferenciacién de los diferentes
linajes celulares pancreaticos.
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B.5. FACTORES QUE DETERMINAN LA MASA DE CELULAS BETA

La masa de células B es determinada por el numero (hiperplasia) y el tamafo
(hipertrofia) de las células beta pancreéticas (Akerman&Gannon et al. 2007 ). El
namero de células beta puede aumentar mediante dos mecanismos: la
proliferacion y neogénesis la cual se refiere a la formacion de nuevas células beta
a partir de células no troncales. (Meyers et al. 2002). Por otro lado, entre los
mecanismos de disminucion en la masa de células beta se encuentran la
apoptosis y la atrofia (Van Hoof et al. 2009)(Fig.10).

La proliferacion ocurre a un tasa rapida (del 10% por dia) durante la etapa tardia
de la embriogénesis (Bernard-Kargar&Ktorza et al. 2001), disminuyendo
postnatalmente (Scaglia et.al 1997). Durante la etapa adulta la proliferacion de
células B es significativamente menor que la post-natal y la de la infancia y declina
gradualmente con la edad (Akerman&Gannon et al. 2007). En la obesidad hay un
incremento en la masa de células beta asociada a un incremento en la
proliferacion (Akerman&Gannon et al. 2007). El tamafo de células B es estable
durante la etapa postnatal (Scaglia et al. 1997), pero esta incrementa con la edad
durante la etapa adulta (Montanya et al. 2000)(Fig. 10).

Por otro lado, la apoptosis ocurre a muy bajas tasas durante la embriogénesis
(Akerman&Gannon et al. 2007 ), la cual puede estar relacionada con la
remodelacion del islote y cambios en la maduracion de células beta (Scaglia et.al
1997). Durante la etapa adulta también ocurre pero a una menor tasa.

Existe evidencia de replicacion y neogénesis, la segunda de células ductales que
rodean los islotes neonatales y exhiben una mayor actividad replicativa que las
células de islotes diferenciados (Bowens et al. 1994). Estas células precursoras de
islotes desaparecen después de la primera semana de vida; posterior a esta
semana no existe evidencia morfolégica de neogénesis a partir de estos
precursores; pero si hay evidencia de que la auto replicacion es el mecanismo
mediante el cual hay un aumento en la masa de células beta durante este periodo
(Georgia &Bushan et al. 2004).

No hay evidencia de neogénesis en pancreas adultos normales, sin embargo la
neogénesis de células beta has sido reportada en modelos de dafio pancreatico
(Akerman&Gannon et al. 2007 )(Fig. 10).
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Figura 10. Dinamica de la masa de células B. (A) Proliferacién, neogénesis, e hipertrofia
aumentan la masa de células B, mientras que la apoptosis y la atrofia reducen la masa de células
B. (B) La gréfica representa los cambios aproximados en estos procesos durante el curso de vida
de un individuo normal (linea gris), en un obeso no diabético (linea negra), en diabetes tipo Il (linea
discontinua con puntos), y en individuos con diabetes tipo Il (linea discontinua con guiones),
basada en estudios en roedores y en humanos. Periodo embrionario representa el periodo antes
del nacimiento, Neonatal se refiere al periodo entre el nacimiento y el destete (aproximadamente 3
semanas en roedores). Figura tomada y modificada de Ackermann, Journal of Molecular
Endocrinology 2007.
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B.6 REGENERACION DEL PANCREAS ADULTO Y PANCREATECTOMIA
COMO MODELO EXPERIMENTAL DE REGENERACION.

El pancreas, a diferencia de otros 6rganos tiene una capacidad regenerativa muy
limitada, probablemente debido a una baja tasa de replicacion o a la dificultad de
activar la neogénesis. Sin embargo, en determinadas situaciones se ha podido
estimular la capacidad regenerativa del pancreas (Albert Barbera Rosa Gasa).

Los modelos en donde se estudia la capacidad regenerativa del pancreas
comprenden dafio al pancreas mediante toxicos o mediante una cirugia. Para los
modelos de dafio con cirugia, se puede utilizar una pancreatectomia parcial (60-70
%), o subtotal de un 90% a un 95%, o bien una ligacion del ducto. En este Ultimo
caso se produce una destruccion e inflamacién de una parte del pancreas debido
a la liberacion de los productos de secrecion exocrinos ( Bowens et al. 2005)

La pancreatectomia es la remocién de una parte del pancreas mediante una
cirugia. Hay muchos tipos de pancreatectomia: pancreatectomia distal o parcial,
pancreatectomia segmental y pancreatectomia total.

En una pancreatectomia parcial no se restaura por completo el volumen
pancreatico original, siendo la respuesta regenerativa proporcional a la cantidad
de pancreas removido. En la hemipancreatectomia, el 50% del pancreas restante
crecera solo un 20%. En el caso de dejar una tercera parte del volumen inicial
después de una pancreatectomia de dos terceras partes, el pancreas crecera solo
30%. Cuando solo una décima parte del volumen inicial se deja después de una
pancreatectomia subtotal, el volumen residual pancreéatico crece un 80 %
(Pearson et al. 1977). Lo mismo ocurre para la parte enddcrina del pancreas; Dor
et al. 2004 usando células transgénicas marcadas mostré que después de una
pancreatectomia de dos terceras partes no hay evidencia de la formacién de
nuevas células beta por diferenciacion de progenitores negativos a insulina o de
stem cells. Estas conclusiones parecen contraponerse con las observaciones de
aguellos que reportan neogénesis de células beta de ductos proliferantes después
de una pancreatectomia subtotal (Bonner et al. 1993 ). Estas discrepancias
pueden ser explicadas por la diferencia en la cantidad de tejido dafiado y la
capacidad de la estimulacién del crecimiento entre los dos modelos que fueron
usados, por ejemplo, entre la pancreatectomia del 70 y el 90%. Otra diferencia
importante es que una condicion de hiperglucemia es inducida por una
pancreatectomia del 90% pero no por una del 70 %. Entonces es posible que en el
altimo caso la replicacion de células beta este activado, mientras que en el caso
de la pancreatectomia del 90 %, un crecimiento de células beta es mayormente
activado por neogénesis ademas de por replicacion. En otros estudios de ratas
sometidas a una pancreatectomia del 90%, el doble de la masa de células
restante fue obtenida a una semana post cirugia (Plachot et al. 2001), mientras
gue solo del 30-40 % del pancreas incremento al término de la cuarta semana
posterior a una pancreatectomia del 60 %(Leahy et al. 1988).
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B.7. DIABETES

La diabetes es un grupo de enfermedades caracterizadas por una hiperglucemia
cronica resultado de defectos en la secrecion o accidén de la insulina o ambos.
(American Diabetes Association 2010).

B.7.1 Epidemiologia

En el 2013, la IDF (por sus siglas en inglés International Diabetes Federation)
estimo que a nivel mundial existen 382 millones de personas diagnosticadas con
diabetes, equivalente al 8.3% de la poblacion adulta y que para el 2035 esta cifra
aumentara a 593 millones. Mas del 80% de las muertes por diabetes se registran
en paises de ingresos bajos y medios. Casi la mitad de esas muertes
corresponden a personas de menos de 70 afos, y un 55% a mujeres. La OMS
prevé que las muertes por diabetes se multipliquen por dos entre 2005 y 2030
(OMS 2012). La diabetes se encuentra entre las primeras causas de muerte en
México (Federacion Mexicana de diabetes), México ocupa el 6to. lugar mundial en
ndmero de personas con diabetes.

Existen varios tipos de diabetes, siendo su etiologia la principal caracteristica para
su clasificacion. Los tres tipos de diabetes mas comunes son: la tipo I, Il y la
gestacional. Cabe mencionar que existen otros tipos de diabetes, causadas ya sea
por: defectos genéticos en las células-B (conocidas como diabetes tipo MODY),
defectos genéticos en la acciébn de la insulina, enfermedades del pancreas
exécrino, endocrinopatias, quimicos y medicamentos asi como por infecciones.
Sin embargo, de todos los tipos de diabetes, la tipo 1 y 2 son las mas frecuentes.

La diabetes tipo Il representa el 90% de los casos mundiales y se debe en gran
medida a un peso corporal excesivo y a la inactividad fisica. Hasta hace poco, la
diabetes tipo Il solo se observaba en adultos, pero en la actualidad también se
estd manifestando en nifios (OMS).

B.7.2 Diabetes tipo |

La diabetes tipo | (también denominada diabetes insulinodependiente o diabetes
juvenil) afecta al sistema inmunoldgico. Puede ocurrir a cualquier edad pero se
produce con mas frecuencia en nifios y adolescentes.

La diabetes tipo | se caracteriza por la destruccion paulatina de las células beta
pancreaticas que producen la insulina, que son destruidas por un proceso
inmunoldgico. La frecuencia es del 10% de todos los casos de diabetes.
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En el 90% de los pacientes se detectan anticuerpos anti-islotes (ICA), anti-
descarboxilas del acido glutamico (anti GAD), anti-insulina (IAA) y transmembrana
tirosin-fosfatasa (1A-2).

B.7.3 Diabetes tipo-Ii

La diabetes tipo-1l representa aproximadamente el 85-90% de los casos totales de
diabetes en el mundo. Se caracteriza por una disminucion en la accion de la
insulina y/o una secrecion anormal de la insulina. El padecimiento generalmente
aparece en edades posteriores a los 40 afios, por lo que también se conoce como
Diabetes de la Edad Adulta. Si bien el factor genético participa en el desarrollo de
la diabetes tipo-ll, la forma de vida es determinante en la aparicion de la
enfermedad. La ingesta excesiva de alimentos con alto indice de calorias y la
disminucién de la actividad fisica, predispone al desarrollo de ésta. Los islotes de
personas con diabetes tipo Il presentan como caracteristica una deposicion
amiloidea, y una disminucion en células beta funcionales (Hiden et al. 2007) Al
igual que en la diabetes tipo I, se calcula que alrededor del 50 % de la masa total
de células beta esta disminuida al momento del diagndstico de la diabetes tipo2
(Leahy et al. 2006).La diabetes tipo Il representa el 90% de los casos totales de
diabetes.

B.8. VENTANA CRITICA

Se define como ventana critica al periodo durante el desarrollo normal de un
organo, en el cual la exposicidn a ciertos factores ambientales puede programar
su funcion en etapas posteriores de la vida (Lucas et al. 1998).

El periodo embrionario, la lactancia y el destete son periodos que constituyen una
ventana critica en el desarrollo de los islotes pancreéticos. Estos cambios son los
gue determinan la completa maduracion de los islotes, su correcta funcién y una
adecuada morfologia.

El destete representa un gran reto metabdlico ya que el organismo se ve sometido
a un cambio nutricional brusco, en el que se pasa de una dieta rica en lipidos que
caracteriza a la leche materna, a una dieta omnivora rica en carbohidratos
principalmente. En los roedores el destete se presenta al dia 21 después del
nacimiento, y prosigue esta ventana critica postnatal para el 6érgano, que como
ya se ha dicho, es un periodo en el cual ocurren importantes cambios estructurales
y funcionales, en el cual factores ambientales como la nutricion, influyen mucho y
pueden originar consecuencias adversas en etapas posteriores (Lucas, A et al.
1995).
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Se ha reportado que del dia 21 al 28 postnatal en ratas, las células beta
neonatales presentan una baja sensibilidad a la glucosa y una secrecion de
insulina escasa y unimodal comparada con células beta adultas, lo cual refleja una
inmadurez funcional. En cuanto a las células alfa se ha reportado que, en la ya
mencionada ventana critica, hay un importante decremento en células positivas a
glucagon localizadas en la cabeza del pancreas, mientras que se presenta un
incremento en la zona del cuerpo y la cola. Este efecto se da paralelamente a un
decremento en las concentraciones de glucagon en suero ( Aguayo, C. et al.
2006).

B.9. LA BIOTINA

La biotina (vitamina B7 o H) es una vitamina hidrosoluble esencial para la vida de
todos los organismos, la pueden sintetizar las plantas, la mayoria de las bacterias
y algunos hongos (Alban et al. 2000). Quimicamente es un compuesto
heterociclico, con un anillo de imidazolidona enlazado a un anillo de
tetrahidrotiofeno y unido con una cadena lateral de acido valérico (Fig. 11). La
biotina actia como grupo prostético de las carboxilasas, enzimas que participan
en la transferencia de CO, durante las reacciones de carboxilacion,
descarboxilacién, transcarboxilacion, las cuales son esenciales en el metabolismo.
Los animales no pueden sintetizar biotina, por 1o que es necesario consumirla en
la dieta diaria, y la podemos encontrar en los alimentos (Dakshinamurti et al.
1994). La biotina se encuentra unida a péptidos y debe ser hidrolizada para su
absorcion, rompiendo el enlace semipeptidico por la accién de la biotinidasa
pancreatica. (Hymes y Wolf et al. 1996).

HN NH
H H

""" ~COOH

Figura 11. Formula quimica de la Biotina

18



B.9.1 Lafuncién de la biotina a concentraciones farmacoldgicas

De manera independiente de su accibn como grupo prostético de las carboxilasas,
la biotina a concentraciones farmacoldgicas modifica funciones biolégicas como la
proliferacion celular, el desarrollo embrionario, funciones inmunolégicas y el
metabolismo de carbohidratos y lipidos (Zempleni 2005; Vilches y Fernandez et
al. 2005). En modelos animales (raton y rata) se ha visto el efecto a
concetraciones farmacologicas desde 2mg/kg de peso hasta 14 mg/Kg de peso
Zempleni 2005; Vilches y Fernandez et al. 2005) y en personas desde 5 mg hasta
15mg/diarios Zempleni 2005; Vilches y Ferndndez et al. 2005)

Hasta ahora se han propuesto dos mecanismos para explicar el efecto de la
biotina sobre la expresion genética. ElI primero es a traves de la via de
sefalizacion guanilato ciclasa soluble /proteina cinasa G (GCs/PKG). Y el segundo
es la biotinilacién de histonas (Rodriguez et al. 2003; Zempleni, 2005) estos dos
mecanismos podrian coexistir ya que no son mutuamente excluyentes.

Algunos estudios han cuestionado el papel de la biotinilacion de histonas como
mediador de los efectos de la biotina en la modulacién de la expresion genética.
(Bailey et al. 2008; Healy et al. 2009)

En un estudio de microarreglos en personas adultas sanas, se encontré que la
administracion de 2.15 mg/dia de biotina durante 21 dias modificé positivamente la
expresion de 139 genes, mientras que disminuy6 la de 131 genes en células
mononucleadas de sangre periférica (Widemann et al., 2004).

B.9.2 Efectos de la biotina sobre el metabolismo de la glucosa

El primer estudio que documenta dicho efecto, fue realizado en la década de los
60°s por Dakshinamurti quienes al administrar una dosis de 1mg/kg de peso,
encontraron un incremento en la actividad de la glucocinasa hepética;
observandose tanto en condiciones post-prandiales, situacion metabdlica en la
qgue la glucocinasa se encuentra normalmente aumentada, como en condiciones
metabdlicas en donde la actividad de la enzima hepatica se encuentra disminuida
como es el ayuno o la dieta rica en grasas. Con el desarrollo de la biologia
molecular en 1991 Chauhanet al, reportaron que el efecto de la biotina sobre la
glucocinasa se debe a un aumento en la transcripcion de su gen.

La biotina estimula la expresion de insulina y glucocinasa pancreatica, una enzima
que juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa regulando la
secrecion de insulina en respuesta a cambios en las concentraciones de la
glucosa en plasma.

Otra proteina esencial involucrada en el metabolismo intermediario, es el receptor
de insulina, y se ha demostrado que es modificado por la biotina. Estudios por
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Dela Vega L et al. 2000 encontraron que la biotina incrementa la expresion del
receptor de insulina a nivel post-transcrpcional, y que este efecto requiere la
activacion de la cascada de sefializacion de GMPc.

Los hallazgos anteriormente descritos indican que, la biotina tiene efectos
estimulatorios en la expresion de genes de accion hipoglicémica (insulina, receptor
de insulina, glucocinasa hepatica y pancreatica), y disminuye la expresion de la
fosfoenol piruvato carboxilasa (Dakshinamurti K, Li W et al. 1994), una enzima
gluconeogénica que estimula la produccion de glucosa por el higado.

B.9.3 Efectos de la biotina en los islotes pancreaticos

Estudios han encontrado que la biotina a concentraciones de 10 a 1000 nM
aumenta la actividad de la glucocinasa y la abundancia de RNAm en cultivos de
islotes pancreaticos de ratas no deficientes de biotina (Romero-Navarro et al.
1999); ademas de que incrementa la expresion y la secrecion de insulina. Por otro
lado en islotes de ratas deficientes de biotina se encontr6 que la actividad de la
glucocinasa asi como los niveles del RNAm disminuyen a la mitad comparado con
las ratas controles (Romero-Navarro et al. 1999). También se observé una
disminucion en la secrecion de insulina en islotes de ratas deficientes de biotina
(Romero-Navarro et al. 1999).

B.9.4Efectos de la suplementacién con Biotina en Diabetes

De acuerdo con los efectos farmacoldgicos de la biotina sobre la expresion de
genes del metabolismo de carbohidratos, diversos estudios han encontrado que la
administracion de dosis farmacolégicas de biotina disminuye la hiperglucemia
tanto en pacientes (Cogeshal 1985; Maebashi 1993; Koutsikos et al.1996) como
en modelos animales diabéticos (Zhang 1997; Redi 1998; Zhang et al.1996).
Estudios clinicos han encontrado que pacientes con diabetes tipo 1 tratados
durante una semana con biotina sin recibir insulina exdégena disminuyeron sus
concentraciones de glucosa en ayuno (Coggeshal,J. et al. 1985). En otro estudio
con pacientes diabéticos tipo 2 se encontré que la administracion oral de 9 mg de
biotina diarios durante un mes disminuyo las concentraciones séricas de glucosa
en ayuno, asi como de piruvato y lactato (Maebashi, M. et al. 1993) .

La suplementacion con biotina también disminuye la hiperglucemia en modelos
animales de diabetes. En ratones de la cepa KK no obesos, un modelo animal de
diabetes tipo 2 moderada, caracterizado por resistencia a la insulina, el tratamiento
con 2 y 4 mg/kg de peso de biotina durante 10 semanas disminuyo la glucemia
post-prandial, mejorando la tolerancia a la glucosa. Ademas la dosis de 4 mg/Kg
se observo una disminucion de la insulina plasmatica. Estos estudios también
encontraron que el tratamiento con biotina aumenta la sensibilidad a la insulina.
(Redi et al. 1988). Otro estudio encontrd que la tolerancia a la glucosa de las ratas
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con diabetes inducida con estreptozotocina mejora parcialmente con el tratamiento
durante 15 dias con biotina (100ug/dia) ( Zhang et al. 1997).

C. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El post-destete es un periodo critico de maduracion para el pancreas, en el cual se
adquieren las cualidades encaminadas a alcanzar la capacidad funcional del islote
gue permita poseer un control glucémico efectivo en etapas posteriores de la vida.
En estudios del laboratorio en el cual realizé la presente tesis de licenciatura, se
encontré6 que la administracion de biotina durante ocho semanas posteriores al
destete tiene efectos en la estructura y funcion del islote pancreatico, aumentando
la secrecidn de insulina y la expresion de genes que participan en la secrecion de
esta hormona, caracteristicas que sugieren que la biotina es capaz de producir
islotes robustos morfolégica y funcionalmente. Dado que se ha documentado que
una maduracion correcta del pancreas favorece su funcién y lo hace menos
susceptibles ante dafios o retos metabdlicos, en este trabajo se propone
investigar, si la suplementacion con biotina dada en un periodo de ventana critica,
como lo es el post-estete, es capaz de proteger al islote pancreéatico ante dafio
producido por pancreatectomia.

D. HIPOTESIS

La ventana critica es un periodo en el ocurren cambios funcionales importantes en
la estructura y funcionamiento del islote, la suplementacion con biotina en un
periodo posterior al destete permitird proteger ante un dafio al islote en la etapa
adulta.

E. OBJETIVOS

E.1. Objetivo general

Determinar si los cambios producidos por la biotina durante etapas tempranas de
la vida hacen mas resistente al islote pancreatico ante un dafio.

E.2. Objetivos particulares.

Analizar cuél es el efecto de la suplementacion de biotina en etapas tempranas de
la vida ante el dafio pancreéatico inducido por pancreatectomia sobre:

- El peso del pancreas
- Las concentraciones sanguineas de glucosa y la tolerancia a la glucosa
- La morfologia de los islotes pancreaticos
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G. MATERIAL Y METODOS

G.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/cAnN Hsd, comprados en la
compafia Harlan, que fueron destetados a las tres semanas de edad y se
mantuvieron en condiciones de bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM, bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 h. Los ratones durante todas las
etapas fueron manejados de acuerdo con los procedimiento establecidos por el
Comité de Etica para la Experimentacion del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. La mitad de ratones recibié una dieta control que contenia 0.9 mg de
biotina/ kg de alimento y la otra mitad de ratones una dieta suplementada que
contiene 108 mg de biotina/ kg de alimento durante 3 semanas. Posterior a estas
3 semanas se suspendid la dieta suplementada y todos los ratones fueron
alimentados unicamente con dieta control durante 2 semanas. Posterior a las dos
semanas se realizé una cirugia, y se formaron 4 grupos: un grupo (control SHAM)
en cual se alimentd Unicamente de dieta control y simplemente se le realizé una
incisién sin extraer pancreas; el grupo (suplementado SHAM) el cual se alimento
durante tres semanas con dieta suplementada y Unicamente se le realiz6 una
incisién; un grupo denominado control pancreatectomia (control PTT) el cual se
aliment6 Unicamente con dieta control y se le realizé una pancretectomia parcial; y
el grupo suplementado pancreatectomia (suplementado PTT) el cual recibié una
dieta suplementada durante tres semanas y se le realizé una pancreatectomia
parcial. Posterior a la cirugia se continuo suministrando dieta control durante una
semana hasta el dia del sacrificio (dia 7 post cirugia).

G.2. Procedimiento quirdrgico.

Se realiz6 un pancreatectomia del 80 % del pancreas. El pancreas fue removido
con la técnica de Bonner Weir et al. (1983), con algunas modificaciones,
manteniendo intacta la parte que estd unida al duodeno. Los ratones fueron
anestesiados con sevorane (sevofluorane Abott Laboratories, Mexico) inhalado
para el procedimiento quirdrgico; se les practicO una laparotomia y se expuso el
pancreas, un porcentaje aproximado del 60-80 % del pancreas de la parte adjunta
al bazo fue extraido delicadamente con un isopo estéril. Posterior a la extraccion
se suturaron los ratones, se les aplico un antiséptico y se les inyectd
intraperitonealmente, por 4 dias posteriores a la cirugia, una dosis de 4 uL de
solucion de antibiético (Baytril vet 5% Bayer, México)
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G.3. Determinacion de glucosa en sangre

Antes de realizar la cirugia se midi6 la glucosa en sangre a todos los grupos y se
tom6 como glucosa en sangre al dia cero, también se tomaron las
concentraciones de glucosa diarias en sangre durante 5 dias posteriores a la
cirugia, las muestras de sangre se tomaron de la vena de la cola y fueron medidas
mediante el uso de un glucometro y el uso de tiras reactivas (dispositivo y tiras
obtenidos de Medisense Opium Xceed, Laboratorios Abott México).

G.4. Curva de crecimiento

Se peso a los ratones antes de realizarse la cirugia y se tom6 como peso al dia
cero, posterior a este, fueron obtenidos los pesos diarios de los ratones durante 6
dias, para determinar si hubo cambios en los pesos de los ratones.

G.5. Curvas de tolerancia a la glucosa

Al sexto dia posterior a la pancreatectomia se les realiz6 una curva de tolerancia a
la glucosa. Los ratones se mantuvieron en ayuno durante 16 h y se les midio la
glucosa previo a la administracion de una dosis de 2g /Kg de peso (glucosa
inicial). Posterior a la inyeccion de glucosa se determinaron los valores de glucosa
en sangre a los 15, 30, 60 y 120 minutos, las muestras sanguineas se obtuvieron
de la vena de la cola. La glucosa se cuantific6 mediante glucometro vy tiras
reactivas como se describié previamente.

G.6. Analisis histoldgicos de pancreas

Los animales fueron sacrificados siete dias después de la cirugia. Los pancreas
fueron extraidos y fijados durante 24 horas en paraformaldehido al 4% disuelto en
buffer de sales durante 24 horas a 4 °C, se deshidrataron en una serie de
concentraciones de alcohol (etanol al 50°,70°, 90°, 96°, y 100°, etanol al 100°/xilol
y xilol puro, 1 h en cada uno) y después fueron embebidos en parafina (paraplast)
a 58-60°C se colocaron dentro de moldes de plastico. Los tejidos fueron cortados
en rebanadas con 5 pm de grosor usando un microtomo y montados en
portaobjetos  previamente tratados con  poly-l-lysina  (Sigma-Aldrich).
Posteriormente los cortes fueron desparafinados y rehidratados en diferentes
gradientes de xilol y etanol durante cuatro minutos en cada dilucion y se lavaron
con PBS 1X durante 5 min. Se realiz6 la recuperaciéon de antigeno hirviendo las
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laminillas en buffer de citratos (pH 6) de 10 a 15 min a 90°C,después se
permeabilizaron con suero normal de cabra al 1% y Triton X-100 al 0.3 % durante
40 min a temperatura ambiente y se incubaron toda la noche con los anticuerpos:
anti insulina montado en cobayo (Gene Tex, EUA ) a una dlucién 1:150. Para la
deteccion de glucagon los cortes se incubaron por tres horas con un anticuerpo
montado en raton (Sigma-Aldrich, EUA) a una dilucion 1:4000. Posteriormente las
laminillas se lavaron tres veces durante 5 min con suero normal de cabra al 1%
diluido en PBS 1X, después se incubaron durante 1 h a 4° C con los anticuerpos
secundarios IgG conjugado con FITC anti-cobayo (1:200) para la deteccién de
insulina, e 1IgG conjugado con Cy3 anti raton (1:800) para la deteccion de
glucagén. Los ndcleos se tifieron con Dapi durante 5 min. Finalmente se lavaron
las laminillas con PBS 1X por 5 min tres veces y se cubrieron con cubreobjetos
medio de montaje fluorescente (Dako). Las imagenes de los islotes fueron
tomadas utlizando un microscopio Olympus iX71 (Olympus, Japén) acoplado a
una ldmpara de mercurio y las fotos de los islotes fueron tomadas con una camara
Evolution VF Cooled color (Media Cyberteics, Canada), obejetivo 20X. Se
cuantifico el area positiva a insulina y glucagén, asi como el area total de los
islotes, esto se realiz6 en el programa Image J 1.48.

G.7. Anédlisis estadistico

Se utilizé6 el programa Stat View V.4.5 y el programa GraphPad Prism 6.01.
(Abacus Concepts).Todos los datos corresponden al promedio * error estandar.
Se realizaron las pruebas estadisticas t de Student y ANOVA de dos vias para el
analisis entre dos o mas grupos, respectivamente. Los valores con significancia
estadistica fueron aquellos cuya P< 0.05.

H. RESULTADOS

H.1. Peso del pancreas extraido.

Se determiné el peso del pancreas extraido el dia de la pancreatectomia. Como
puede verse en la Tabla 1 no hubo diferencias significativas en el peso del
pancreas entre los dos grupos, siendo el promedio del pancreas extraido de
0.0904+ 0.0072 g en el grupo control y 0.099+0.007 en el grupo suplementado.
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CONTROL PTT SUPLEMENTADO PTT
peso pancreas extraido dia 0 (g) peso pancreas extraido dia 0 (g)
ratéon 1 0.1043|ratén 1 0.088
raton 2 0.0704|raton 2 0.085
raton 5 0.0908|raton 3 0.123
ratén 6 0.0960|ratén 4 0.098
ratén 5 0.102
promedio 0.0904 0.0991
DE 0.0144 0.015
EE 0.0072 0.007

Tabla 1. En esta tabla puede observarse el promedio del pancreas extraido el dia de la
pancreatectomia tanto para el grupo control como para el grupo suplementado, asi como la
desviacién estandar (DE) y el error estandar (EE).

H.2.Peso corporal

Con el fin de determinar como enfrentaron el reto quirdrgico los animales bajo
diferentes tratamientos se analiz6 el peso corporal a partir del dia de la
intervencién. La figura 12 muestra una curva de crecimiento en porcentaje de los
ratones alimentados ad libitum durante los 5 dias posteriores a la cirugia. Como
era de esperarse ésta produjo una disminucion en el peso de los ratones en todos
los grupos. El primer dia después de la intervencion se vio un mayor descenso en
los grupos pancreatectomizados que en los grupos SHAM. Las mediciones del
curso temporal del peso corporal mostré que los animales que recibieron la dieta
suplementada con biotina en el periodo posterior al destete, tanto del grupo SHAM
como el pancreatectomizado mostraron menor descenso de peso que los
animales de sus dos respectivos grupos control.
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Figura 12. Curva de crecimiento en porcentaje. Se tomo como cien por ciento el peso al dia 0,
que corresponde al dia de la cirugia. Los datos representan la media + EE). El simbolo en verde
significa que en esos dias se encontraron diferencias significativas con una p < 0.05 cuando se
comparo al grupo control sham v.s el control PTT.

H.3. Concentraciones de glucosa.

Se monitorearon las concentraciones diarias de glucosa en ratones alimentados
ad libitum durante una semana. Se vio que los ratones pancreatectomizados
presentaban niveles de glucosa mas altos que los grupos SHAM a excepciéon del
dia 1 post cirugia. En cuanto a la suplementacion con biotina podemos ver en
general que los grupos suplementados con biotina presentan valores menores
cuando se compara con su respectivo grupo control, a excepcion del dia uno post
cirugia (Fig.13).
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Figura 13. Glucosas diarias . Los datos representan la media + ES. Los simbolos en colores
indican diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos comparados(recuadro
derecho), también se muestra una simbologia para indicar a qué grupo pertenece cada curva
(recuadro izquierdo).

En la Figura 14 se muestran las concentraciones de glucosa en ayuno a los 6 dias
después de la intervencion quirdrgica. De acuerdo con lo esperado los ratones
pancreatectomizados presentaron concentraciones de glucosa mas altas que los
grupos sham. En cuanto a la suplementacion con biotina podemos ver que los
grupos suplementados con biotina presentan niveles de glucosa menores cuando
Se compara con su respectivo grupo control.
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Figura 14. Concentraciones de glucosa en ayuno a los 6 dias postcirugia. Los datos
representan la media + ES. Los simbolos en colores indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los diferentes grupos comparados(recuadro derecho), también se muestra una simbologia
para indicar a qué grupo pertenece cada curva (recuadro izquierdo).

H.4. Curva de tolerancia a la glucosa

Al dia 6 post-cirugia se realiz0 una curva de tolerancia a la glucosa para
determinar los efectos de la biotina sobre la homeostasis de la glucosa. Como lo
muestra la figura 15 los grupos que recibieron la dieta suplementada con la
vitamina tanto del grupo sham como del pancreatectomizado presentan curvas de
tolerancia menores que las respectivas de los grupos que recibieron la dieta
control.
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Figura 15. Curva de tolerancia a la glucosa 6 dias post cirugia. Los datos mostrados aqui
representan la media £ SE, con diferencias significativas (p<0.05) indicadas con diferentes
simbolos dependiendo de los grupos comparados (recuadro lado derecho),también se muestra una
simbologia para indicar a qué grupo pertenece cada curva (recuadro izquierdo). El minuto cero es
la glucosa basal en ayuno , es decir antes de la inyeccion, mientras que los demas tiempos son
periodos post inyeccion de glucosa.

H.5. Peso del pancreas

Se evalud el peso neto final del pancreas a una semana post cirugia. Como era de
esperarse los grupos pancreatectomizados tuvieron un peso de pancreas menores
que los ratones sham (Fig.16). La comparacion del peso del pancreas entre los
grupos que recibieron dieta control y la dieta suplementada encontraron que
aquellos ratones que fueron suplementados con biotina presentan un peso del
pancreas significativamente mayor con una P<0.05 que los que recibieron la dieta
control.
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Peso absoluto del pancreas (g) CONTROL SHAM SUPLEMENTADO SHAM CONTROL PTT SUPLEMENTADO PTT
Promedio 0.106 0.156 0.043 0.096
EE 0.003 0.014 0.005 0.011
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peso pancreas (g)

0.06 -
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- Contr0| Sh am control sham vs suplementado sham

control PTT vs suplementado PTT 4
— Suplem entado sham control sham vs control PTT 4
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[ suplementado PTT

Figura 16. Peso del pancreas a una semana post pancreatectomia. Los datos representan la
media + ES. Los simbolos en colores indican diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes
grupos que fueron comparados (recuadro derecho), también se muestra una simbologia para
indicar a qué grupo pertenece cada barra en el grafico (recuadro izquierdo).

H.6. Determinacion de la regeneracion del pancreas al dia 7 post cirugia.

Para determinar si hubo regeneracién en los grupos pancreatectomizados , se
sumo la cantidad extraida al dia O (dia de la pancreatectomia) y la cantidad
extraida el dia final del experimento (al dia 7 post pancreatectomia) y de esta
manera obtuvimos el peso total del pancreas en los grupos pancreatectomizados
(ver tabla 2). Se pude ver que el peso promedio del pancreas del grupo
suplementado es significativamente mas grande que los controles.
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En la figura 17 se compara los pesos de los pancreas entre los grupos. En el
grupo sham se considerd el peso total del pancreas el dia del sacrificio, en tanto
que en los grupos pancreatectomizados se consideré la suma de la cantidad
extraida al dia O (dia de la pancreatectomia) y la cantidad extraida el dia final del
experimento. Comparando con el control sham el grupo control
pancreatectomizado muestra un aumento significativo. Igualmente, la
comparacion en los grupos suplementados con la vitamina muestra un mayor
tamafio en el grupo pancreatectomizado (p<0.05). En todos los casos el grupo
suplementado mostré mayor peso del pancreas con respecto al grupo control. Los
valores de esta figura se encuentran en la (tabla 3).

CONTROL PTT

peso pancreas extraido DIA 0 (g) peso del pancreas restante (g) |Peso total aproximado del pancreas (SUMA)
ratén 1 0.1043 0.0371 0.1414
ratén 2 0.0704 0.0537 0.1241
ratén 5 0.0908 0.0491 0.1399
ratén 6 0.0960 0.0333 0.1293
promedio 0.0904 0.0433 0.1337
DE 0.0144 0.0097 0.0084
EE 0.0072 0.0048 0.0042
SUPLEMENTADO PTT

peso pancreas extraido dia 0 (g) peso del pancreas restante (g) Peso total aproximado del pancreas
raton 1 0.088 0.1237 0.2117
ratén 2 0.085 0.0672 0.1521
ratén 3 0.123 0.0822 0.2052
ratén 4 0.098 0.0840 0.1815
ratén 5 0.102 0.1216 0.2238
promedio 0.0991 0.0957 0.1949
DE 0.015 0.025 0.028
EE 0.007 0.011 0.013

Tabla 2. Se muestra el peso total de un pancreas de los grupos pancreatectomizados.
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Figura 17. Peso del pancreas a 1 semana post cirugia . Los valores muestran la media + el
error estandar del peso de un pancreas regenerado con respecto a un pancreas normal sin
pancreatectomia. Los simbolos arriba de las barras muestran las diferencias significativas (p<
0.005) entre los diferentes grupos comparados.

CONTROL
a)Promedio peso total pancreas SHAM 0.106
b)Promedio peso total aprox. del pancreas PTT 0.133
DIFERENCIA B-A (REGENERACION) 0.0270
SUPLEMENTADO
a)Promedio peso total pancreas SHAM 0.156
b)Promedio peso total aprox. Del pancreas PTT 0.194
DIFERENCIA B-A (REGENERACION) 0.0380

Tabla 3. Cantidad de pancreas regenerado en los grupos pancreatectomizados

H.7. Morfologia pancreatica

Se realizaron estudios morfologicos del pancreas y se cuantificO el numero de
islotes y su tamario; el porcentaje de células beta y el porcentaje de células alfa.
Los resultados se muestran a continuacion.

33



H.8. NUmero de Islotes

Se obtuvo el numero promedio de islotes por corte y se observo que los grupos
tratados con biotina presentaban mas islotes que aquellos que habia recibido la
dieta control (Fig.18).

de islotes por corte

-

numero

Figura 18. Numero de islotes.Los datos muestran la media £tES . Las diferencias significativas
con una P<0.05 estan indicadas con asteriscos verdes en la parte superior ; la cantidad de
asteriscos indica si hay mucha o poca diferencia significativa

H.9. Tamafo del islote

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos en cuanto al
tamafo de los islotes, pero si puede observarse una tendencia a encontrar islotes
mas pequefos en los grupos pancreatectomizados que en los sham.(Fig.19)
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Figura 19. Tamafio del islote 1 semana post cirugia. A) Imdgenes de inmunofluoresencia de
islotes pancreaticos de raton control sham ( esquina superior izquierda), suplementado sham
(esquina superior derecha), control pancreatectomia (esquina inferior izquierda), suplementado
pancreatectomia (esquina inferior derecha) tefiidos para insulina (verde) y glucagon (rojo). B)
Tamafio promedio de islotes (media + ES).C) Distribucion de frecuencias del tamafio de los islotes,
gue muestra como estan distribuidos los islotes en tamafio, en el eje de las "y" aparece la
frecuencia en porcentaje mientras que el eje de las x esta el &rea en um®.
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H.10. Porcentaje de células beta

En este andlisis pudimos ver que el grupo suplementado sham presenta un
porcentaje de células beta significativamente mayor con respecto al grupo control
sham, lo cual nos indica que la biotina incrementa el porcentaje de células beta.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
células beta entre control pancreatectomizado y su correspondiente grupo
suplementado.

Resultdé interesante observar que los grupos que fueron sometidos a la
pancreatectomia presentaron un aumento significativo en el porcentaje de células
beta a 1 semana post cirugia cuando se compararon con su respectivo grupo
sham. (Figura 20).

H.11. Porcentaje de células alfa
Pudimos observar que el grupo suplementado sham presenta un porcentaje de

células alfa significativamente menor comparado con el grupo control sham. Este
efecto no se observa entre los grupos pancreatectomizados (Figura 20).
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Figura 20. A) Imagenes de inmunofluoresencia de islotes pancreéticos de ratdn control sham (
esquina superior izquierda), suplementado sham (esquina superior derecha), control
pancreatectomia (esquina inferior izquierda), suplementado pancreatectomia (esquina inferior
derecha) tefiidos para insulina (verde) y glucagon (rojo). B)Porcentaje de células beta; C)
Porcentaje de células alfa a una semana post-cirugia. Las diferencias significativas con una P<0.05
estan indicadas con asteriscos verdes en la parte superior ; la cantidad de asteriscos indica si hay
mucha o poca diferencia significativa. Los datos corresponden a la media + ES.
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l. DISCUSION

El periodo posterior al destete es de gran importancia debido a que en esta etapa
es donde se producen los cambios para alcanzar la robustez y funcionalidad del
islote, lo que conlleva a su buen funcionamiento en la etapa adulta (Mifiana-Solis
et al. 2008). Dado las cifras de personas que padecen diabetes ha ido
aumentando con el paso del tiempo, tanto en México como en el mundo, y a que
estas cifras son cada vez mas alarmantes, es muy importante el estudio y la
bldsqueda de nuevos tratamientos que ayuden a prevenir y tratar esta enfermedad.
Como ya se menciond la biotina es una vitamina que a concentraciones
farmacoldgicas es capaz de modificar algunos genes y tiene efectos en el
metabolismo de la glucosa (Rodirguez Melendez et al. 2003, Fernandez Mejia,C.
2005) y en el desarrollo (Watanabe et al. 1996). En este trabajo se analizaron los
efectos de una dieta suplementada con biotina que fue administrada en el periodo
posterior al destete, sobre los islotes pancreéticos, la homeostasis de la glucosa y
la regeneracion, ante un dafio causado por pancreatectomia. Nuestros resultados
encontraron efectos benéficos con la suplementacion con biotina que se reflejaron
en el peso corporal, las concentraciones de glucosa en sangre y la tolerancia a
ésta. Ademas encontramos un aumento en la regeneracion del pancreas en los
ratones pancreatectomizados que recibieron la dieta suplementada.

I.1 Efecto de la biotina en el peso corporal.

Se ha reportado que la pancreatectomia induce una pérdida de peso corporal
(HyeSeung Hung et al. 2009; A AHardikar et al. 1999), en nuestros estudios esta
pérdida de peso se vio mejorada con la suplementacion con biotina (fig. 12) , lo
cual no se observé en los ratones controles pancreatectomizados que siguieron
bajando de peso (fig.12); con lo cual podemos decir que la biotina tuvo un efecto
protector ante el dafio causado por la pancreatectomia que se vio reflejado en el
mantenimiento y recuperacion del peso corporal.

I.2. Efectos de la biotina en el metabolismo de la glucosa

Existen discrepancias sobre los efectos de la pancreatectomia sobre el desarrollo
de hiperglucemia (HyeSeungHung et al. 2009; Ansarullha et al. 2012; Mina
Peshavaria et. al 2006). En este estudio nuestros ratones nunca presentaron
valores hiperglucémicos a una semana posterior a la pancreatectomia como se ha
reportado en otros estudios, en los cuales los valores de glucosa llegan hasta los
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300 mg/dL a los 4 dias posteriores a la pancreatectomia (HyeSeungHung et al.
2009), sin embargo otros trabajos no reportan hiperglucemia a los 7 o 15 dias
posteriores a la pancreatectomia (Ansarullha et al. 2012; Mina Peshavaria et al.
2006).

Al igual que lo publicado en modelos diabéticos animales (Zhang et al. 1996;
Zhang et al 1997; Reddi et al. 1988 ) y en humanos con diabetes (Kotsiukosetal et
al. 1996; Maebashi et al. 1993; Coggeshal et al. 1985) en donde observan que la
biotina mejora la condicion diabética, los resultados arrojan que en el modelo de
pancreatectomia la biotina administrada en el periodo posterior al destete produce
una mejor tolerancia a la glucosa (Fig. 15), mejora la glucosa sanguinea (Fig. 13) y
la glucosas en ayuno (Fig. 13 y 14 respectivamente), después de un dafio
causado por pancreatectomia comparada con el grupo control. Con lo cual se
sugiere que la biotina administrada en periodos posteriores al destete ayuda a
mejorar el metabolismo de la glucosa en la etapa adulta asi como a un mejor
enfrentamiento ante un dafio causado por pancreatectomia, que mas que ser un
modelo de diabetes, es un modelo de regeneracién; ya que para ser un modelo
diabético se tiene que retirar un porcentaje mayor o igual al 90 % del pancreas lo
cual no fue nuestro caso
(http://www.smu.org.uy/publicaciones/libros/historicos/dm/cap8.pdf) y a pesar de
esto se observé que la biotina ayuda a enfrentar mejor un dafio causado por
pancreatectomia a través de una mejoria en los niveles de glucosa (datos
mostrados en figuras 13, 14 y 15). Es importante sefialar que este es el primer
reporte en el cual se reporta los efectos de la biotina en modelos de
pancreatectomia.

I.3. Efecto de la biotina en el peso del pancreas y la regeneracion.

Como ya se mostr6 en los resultados, el dia de la cirugia no se encontraron
diferencias en el peso promedio del pancreas extraido (ver tabla 1). No fue sino
una semana posterior a la cirugia, es decir, el dia del sacrificio, que encontramos
gue aquellos ratones tratados con biotina presentaban un pancreas con mas peso
qgue los del grupo control tanto en el grupo sham como en el pancreatectomizado
(ver tabla 2, fig. 16 y 17); este es un dato novedoso, no antes observado en el
laboratorio donde se realiz6 la presente tesis. En la figura 17 y tabla 3 se puede
ver que ambos grupos pancreatectomizados regeneraron ya que presentan un
pancreas con mas peso que su respectivo grupo sham, interesantemente, se ve
un pancreas con mayor peso en el grupo suplementado pancreatectomizado. Sin
embargo, dado que se observé un aumento en el peso del pancreas del grupo
sham suplementado con biotina no podemos saber si este aumento en el
pancreas del grupo suplementado pancreatectomizado es debido a un efecto de
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la biotina en la regeneracion o a un aumento en el peso del pancreas, o de ambas.
Se ha reportado que el porcentaje de regeneracion es proporcional a la cantidad
de pancreas extraido (K.W.Pearson et al. 1997), es decir, a mayor cantidad de
pancreas extraido mayor es la regeneracion, y se necesitaria realizar otro estudio
en el cual se tome en cuenta esta diferencia en el peso del pancreas que nosotros
encontramos en el grupo suplementado, para determinar si en realidad se extrae
la misma cantidad y se deja la misma cantidad con este método de
pancreatectomia parcial.

|.4. Efecto de la biotina en el nUmero de islotes.

Se encontré que aquellos ratones tratados con biotina tenian una mayor cantidad
de islotes que aquellos que no recibieron la dieta, este resultado concuerda con
nuestro hallazgo en el cual se observd que la biotina aumenta el peso del
pancreas y por lo tanto a mayor cantidad de pancreas, mayor cantidad de islotes.
Este aumento en el nimero de islotes en los ratones suplementados explicaria el
por qué la biotina mejora las concentraciones de glucosa sanguinea en ratones
tanto sham como pancreatectomizados.

|.5. Efecto de la biotina en el tamafo de los islotes

Aungue no se observaron diferencias significativas en el tamafio de los islotes con
el tratamiento de biotina, si se puedo observar que la pancreatectomia tuvo un
efecto en el tamafio y que esta tendid a hacer los islotes mas pequefios, que
aguellos ratones que no sufrieron una pancreatectomia.

I.6. Efecto de la biotina en la proporcién de células betay células alfa.

En este estudio pudimos encontrar que la pancreatectomia induce un aumento en
el porcentaje de células beta (Fig. 20) que concuerda como lo ya reportado por
(HyeSeungHung; et.al 2009, Mina Peshavaria et al. 2006) en los cuales se reporta
gue la pancreatectomia induce una regeneracion de células beta. Por otro lado,
encontramos que en los grupos sham la biotina aumenta la proporcién de células
beta, sin embargo este efecto no se observo en los grupos pancreatectomizados
probablemente debido a que como ya dijimos la pancreatectomia induce una
regeneracion de células beta y ésta pudo haber enmascarado el efecto que la
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biotina pudiese tener en el aumento del porcentaje de células beta que se observa
en los sham.

J. CONCLUSIONES

En conclusién, la biotina tuvo un efecto en el peso del pancreas, es decir los
ratones suplementados con biotina tienen pancreas mas grandes que los
controles, esto tuvo un efecto en el nimero de islotes, que fue mayor en los
suplementados y también en el metabolismo de la glucosa, ya que aquellos
ratones que fueron suplementados con biotina presentaban una mejor tolerancia a
la glucosa y concentraciones de glucosa sanguineas menores que los controles
tanto en los grupos sham como en los pancreatectomizados. También podemos
concluir que la pancreatectomia induce una regeneracion del pancreas en ambos
grupos pancreatectomizados, pero la regeneraciéon fue mayor en el grupo
suplementado pancreatectomia. Debido a que en este estudio se encontré que la
biotina aumenta el peso del pancreas no pudimos saber si esta cantidad de
pancreas regenerado en el grupo suplementado fue debido a este aumento en el
pancreas o porque en realidad la biotina indujo una mayor regeneraciéon de este
tejido.

K. PERSPECTIVAS

Se necesitaria realizar otros estudios para determinar si la biotina tiene un efecto
0 no en la regeneracion. La estrategia requerira analizar si el pancreas remanente
en la pancreatectomia es igual tanto en los ratones controles como
pancreatectomizados, y de tal forma que se manejen las mismas condiciones en
ambos grupos pancreatectomizados. De ésta manera si se comprueba que la
biotina induce una regeneracion, lo siguiente seria investigar mediante que
mecanismo induce una mayor regeneracién, y se podrian medir algunos
marcadores de regeneracion, de proliferacion y de neogénesis para determinar
mediante cudl de estos tres mecanismos la biotina esta regenerando y aumentado
el tamafio del pancreas y el nimero de islotes.
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