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RESUMEN

El embarazo y la lactancia son dos periodos en los cuales se producen cambios
morfoldgicos y funcionales en los islotes pancreaticos maternos en el ratén. Hasta la fecha
no hay reportes en la literatura documentando la existencia de cambios en el islote
pancreatico materno después de la lactancia, fendmeno que se buscd describir y
caracterizar en este trabajo. Mediante técnicas de inmunofluorescencia en secciones
histoldgicas de pancreas, se encontraron cambios en el tamafio y morfologia de los islotes
pancredticos maternos al término de la lactancia y una semana después, lo cual se
desconocia. Resultd relevante encontrar islotes de mds de 100, 000 um2, cuando en
hembras no gestantes es de 6 072 um?, situacién que se relaciona con el aumento en
proporcién de las células B, las cuales ocupan entre 91-93% del total de células en el
islote. Los datos generados en este trabajo, permitiran el desarrollo de nuevos estudios
relacionados con los mecanismos moleculares y celulares que permiten la modificacién
del tamafio y masa de los islotes de Langerhans durante la gestacion, lactancia y post

lactancia.



INTRODUCCION

Pancreas: 6rgano responsable de la homeostasis de la glucosa

El pancreas es un érgano glandular mixto con funcién endocrina y exocrina, situado en la
cavidad abdominal. Se divide en tres regiones: cabeza, cuerpo y cola. En el humano, la
primera region es la mds ancha y se encuentra ubicada del lado derecho del abdomen, en
la curvatura del duodeno. El cuerpo y la cola se extienden hasta el lado izquierdo del

abdomen, cerca del bazo; esta ultima region es mads estrecha (Wang X et al, 2013).

La parte exocrina del pancreas o tejido acinar representa cerca del 98% del volumen total
del pancreas; las células acinares tienen morfologia poligonal o piramidal, con el vértice
dirigido hacia la luz central del acino, nucleo basal y gran cantidad de granulos secretores
(zimogenos) (Slack, 1995). Dentro de sus funciones esta la secrecion de diversas enzimas

digestivas que por un sistema de conductos se vacian al lumen intestinal.

La parte enddcrina esta constituida por los islotes de Langerhans, que corresponden al 1-
2% del volumen total del pancreas. Los islotes de Langerhans, descubiertos en 1869 por
Paul Langerhans, se encuentran inmersos entre el tejido acinar y participan en el control
de la homeostasis de la glucosa, a través de la secreciéon de diversas hormonas (Bouwens,
2005). La distribucion y densidad de los islotes es similar en las regiones de la cabeza y el
cuerpo, pero es mucho mayor en la regién de la cola (Wang X et al, 2013). Estd compuesto
por distintas células que 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 ghrelina (Mirmira, 2010). (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del pdncreas conformado por gldndulas exocrinas y endocrinas.
Representacidon de los diferentes tipos celulares que conforman la parte endocrina del

pdncreas (Modificado de Mirmira, 2010).

La secrecion de insulina

La homeostasis de la glucosa en condicidn post prandial es controlada por las células B, las
cuales comprenden aproximadamente el 80% del volumen total del islote de Langerhans;
estas se encargan de sintetizar y secretar la cantidad de insulina necesaria para un 6ptimo
control de la glucemia (Bouwens 2005). La insulina tiene como tejidos efectores
principales al musculo, higado y el tejido adiposo. Durante el post prandio, la secrecién de
insulina desencadena en dichos tejidos una serie de respuestas que permiten la captacién

de glucosa.

La secrecidon de insulina en respuesta a glucosa requiere una secuencia de acciones
coordinadas en las que participan la oxidacion de glucosa (Meglasson & Matschinsky,
1986), cambios electro-fisioldgicos, fusién de lo granulos que contiene insulina con la
membrana plasmatica (Rorsman, 2003) y finalmente su secrecidon al medio extracelular.
La glucosa es el estimulo para la liberacion de insulina (Roder et al, 2016) y se almacena en

forma de glucdgeno en el higado inmediatamente después de la ingesta de alimento.



La secrecidn de insulina por las células B producida por la glucosa, esta modulada tanto
por controles hormonales y neuronales via activacion de receptores membranales
(Chandra, 2009). La incorporacion de glucosa es mediada por proteinas trasportadoras de
glucosa (GLUT) (Schiut, 1997) ubicadas en la membrana de la célula B, predominando en
roedores la isoforma 2 de transportador de glucosa (GLUT2). El proceso se inicia con el

transporte de glucosa al interior de las células B por difusién facilitada (Roder et al, 2016).

Después de entrar a la célula, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa para
formar glucosa-6 fosfato. La glucocinasa regula el flujo de la oxidacion de glucosa y la
secrecion de insulina, y se considera un sensor de los niveles de glucosa en las células B
(Meglasson & Matschinsky, 1986; Matschinsky, 1996). Ademds participa en el proceso de
expansion de la masa de las células B (Gloyn et al, 2008; Terauchi, 2007). El aumento en
los niveles de ATP por la glucdlisis y el ciclo de Krebs provocan el cierre de los canales de
K* sensibles a ATP (KATP) generando una despolarizacion de la membrana plasmatica,
activando los canales dependientes de voltaje Ca?* (Fu, 2013; Réder et al, 2016), a la par
de diferentes eventos que permiten incrementar los niveles de Ca*? del citoplasma como
la entrada de Ca*? del espacio extracelular y la movilizacién de las reservas de Ca*? del
reticulo endoplasmatico (Wollheim et al, 1981; Wolf et al, 1988; Anhé et al, 2007). El
aumento de Ca* en el citoplasma es la sefial que desencadena la secrecion de insulina al
permitir la fusion de los granulos que la contiene con la membrana plasmatica y la

liberacion de insulina a la circulacidon (Rorsman, 2003) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de secrecidn de insulina estimulada por glucosa en las células 8.

(Rutter et al, 2015)

El islote pancreatico: papel de las células beta

El control en el nivel de glucosa depende de la sintesis y secrecidn de insulina por parte de
la célula B, pero cuando existe una falla en funcién (Bouwens ,2005), puede resultar en el
desarrollo de diabetes (Migliorini, 2014). Ademas de una funcién adecuada de las células
B, otro aspecto importante a considerar es su masa total para mantener una produccién
necesaria. Esta se incrementa progresivamente durante los periodos fetal y neonatal,
alcanzando una meseta durante la adultez (Ackermann et al, 2007) y decayendo
gradualmente con la edad (Bouwens, 2005). La masa total esta dada por el nimero y

tamafio de células B.

La masa de los islotes pancredticos se regula por un estricto balance entre la replicacién
celular, hipertrofia y neogénesis, asi como la muerte celular, atrofia y autofagia (Dor et al,
2004; Bouwens, 2005; Ackermann et al, 2007, Meier et al, 2008). Ante las diferentes

demandas metabdlicas, la masa de los islotes pancredticos no permanece constante a lo
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largo de la vida. Experimentos en roedores adultos reportan la capacidad de las células
de adaptarse ante incrementos en la demanda de insulina, mediante aumento en su masa
y la secrecion de esta hormona (Bouwens, 2005; Ackermann et al, 2007). Este proceso
ocurre en la gestacion, obesidad y pancreatectomia. Estos cambios adaptativos en la masa
de los islotes son controlados por ajustes en la muerte, proliferacion y tamafo celular; la
alteracion en estos mecanismos participan en la aparicion de diabetes (Rieck, 2009 ;2010;

Butler et al, 2003).

La replicacién de células a partir de células B preexistentes, diferenciacion de células
madre pancreaticas, de células acinares y del ducto; transdiferenciacion de células
acinares (Dor et al, 2004; Rieck et al, 2009) son mecanismos participantes en la
modulacién de la masa de las células beta. En dichos mecanismos participan factores de

transcripcién como NGN3, PDX1 y MAFA (Migliorini, 2014).

En busca de estrategias terapéuticas para tratar la diabetes, procesos relacionados con la
proliferacién, supervivencia y destruccién de la célula B pancredtica seguiran siendo
objeto de estudio, siendo la disminucion parcial o total de la masa de células B, el comun

denominador en la aparicidon de los diferentes tipos de diabetes.

Gestacion

Uno de los estimulos fisiolégicos mas fuertes para la modificacién en la masa de las células
beta es la gestacion (Figura 3) (Rieck, 2010). En ella se presentan una serie de cambios
endocrinos y metabdlicos (Freemark, 2006) cuyo objetivo es permitir el crecimiento
optimo del feto. Las modificaciones en los niveles de hormonas incluyen aumento de
progesterona, estrégenos, lactdgeno placentario y prolactina (Figura 4) (Nadal et al, 2009).
Ademads de estos cambios, los requerimientos energéticos del feto provocan en la madre
resistencia a la insulina en tejidos periféricos (Freemark, 2006; Catalano, 1999), evento

que acontece de manera normal durante la gestacion para permitir la homeostasis

12



energética entre la madre y el feto, conduciendo a un aumento en la masa de los islotes

pancreaticos y en la secrecion de insulina estimulada por glucosa (Sorenson, 1997).

No-gestante Gestante Post-parto

Masa
células-B

Replicaciéon
células-B

Tamafio
células-B

Apoptosis
células-B

G2 G6 G10 G12 G14 G16 G18 G20 P4 P10

Figura 3.Grdfica del cambio en la masa de las células-6 durante la gestacion y el post-

parto. (Rieck, 2010)
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Figura 4. Grdfica de los cambios hormonales durante la gestacion en roedores.
(Nadal et al, 2009)PL: lactégeno placentario; PRL: prolactina; E2: estradiol;, P:

progesterona
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En la Tabla 1 se presentan algunas moléculas y sus efectos en las células B y la accidn de

la insulina durante la gestacion ( Drasutiene et al, 2007; Al-Noaemi, 2011; Lain, 2007).

Molécula Efecto
| Estradiol AConcentracion de insulina
Progesterona WV Supresién gluconeogénesis

hepatica inducida por insulina

Lactogeno Placentario/Prolactina A Resistencia a la insulina
AN Secrecion de insulina
A\ Sintesis de insulina
ACantidad de IGFs
ANumero de las células 3
ATamano de las células

TNF a A Resistencia a la insulina
Cortisol AN Resistencia a la insulina
W Fosforilaciéon del receptor de
insulina
WVIRS-1
Leptina A Resistencia a la insulina
(probable)
Resistina A Resistencia a la insulina
Adiponectina WResistencia a la insulina
Acidos grasos A Resistencia a la insulina

Tabla 1. Efectos en metabolismo y homeostasis de glucosa de algunas moléculas que
modifican sus niveles durante el periodo de gestacion ( Drasutiene et al, 2007; Al-Noaemi,

2011, Lain, 2007).

Durante la gestacidn, gran parte de los cambios en los islotes de Langerhans se producen
por el incremento de prolactina y lactégeno placentario, los cuales se sabe que son
reguladores de la masa de las células B durante este periodo (Parsons, 1992; Freemark et
al, 2002;Vasavada, 2000). La funcién de estas hormonas a través de unién al receptor

de prolactina (PRLRs) expresado en los islotes, resultan en la activaciéon de la via de la
cinasa Janus 2/ transductor de sefiales y activador transcripcional 5 (JAK2/STAT5) (Brelje
et al, 2002; Huang, 2009). También se sabe que activan las via fosfatidil-inositol 3 cinasa
(P13K/AKT), ERK1/2, Adenilciclasa /AMPc y la proteincinasa/ calcio intracelular. A través de
dichas vias de sefalizacién se promueve la proliferacion y la actividad antiapoptética,
interviniendo en la regulacién de la masa de células B (Amaral et al, 2003;Ramos-Roman,

2011; Scaglia, 1995; Lombardo et al, 2011)
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Lactancia

Después del parto, todos los cambios realizados en los islotes durante la gestacion se
revierten, permitiéndoles recuperar las caracteristicas previas a la gestacion; el pancreas
materno regresa a las condiciones de un pancreas no gestante, justo después de haber

dado a luz a sus crias (Lellis-Santos et al, 2012; Bromati et al, 2011).

En la lactancia, se observan en la madre una serie de cambios metabdlicos y hormonales
que favorecen su adaptacion a las nuevas necesidades energéticas durante este periodo.
Se ha reportado que la lactancia ayuda a revertir mas rapida y eficientemente la
acumulacion de grasa visceral, los niveles elevados de lipidos sanguineos y la resistencia a
la insulina que se presenta durante la gestacion (Gunderson et al, 2007). En un estudio en
mujeres de entre 40-64 afios con el fin de estudiar la incidencia de diabetes tipo 2, se
encontré que aquellas que amamantaron a sus hijos mas de un mes, presentaron menos
indice de diabetes que aquellas que no lactaron (Jager et al, 2014; Gunderson et al, 2007),
ademas de datos que sugieren que el ejercicio en la lactancia mejora la homeostasis de la
glucosa y protege de la Diabetes Mellitus 2. Un efecto protector similar se ha encontrado
en la incidencia de infarto al miocardio, la prevalencia del sindrome metabdlico,

hipertension, e hiperlipidemias (Roig, 2009).

Se ha propuesto que son las hormonas las que participan después de la gestacion en la
remodelacion de los islotes de Langerhans en el pancreas (Weinhaus et al, 2000; Nicoletti-
Carbalho et al, 2010;Anhé et al, 2007; Lellis-Santos et al, 2012). Se ha reportado que los
glucocorticoides participan en la modificacion del islote después del parto (Nicoletti-
Carbalho et al, 2010, Lellis-Santos et al, 2012, Weinhaus et al), los cuales reajustan el
pancreas endocrino durante los primeros dias de la lactacion contrarrestando la accion de

la prolactina y del lactégeno placentario.
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Post lactancia

Al término de la lactancia, existen cambios hormonales que regulan nuevos procesos
metabdlicos en la madre, tal cuales son el incremento del estradiol, calcitonina y
disminucion de glucocorticoides, prolactina, oxitocina y hormona paratiroidea. Durante
este periodo, drganos que sufrieron cambios durante la lactancia atraviesan ciertas
modificaciones; por ejemplo glandula mamaria (Lund et al, 1996; Quarrie et al, 1996) y
hueso (Kirby et al, 2011; Liu et al, 2012), este ultimo importante, ya que durante la
lactancia, ha suplido los requerimientos de calcio para la constitucion de la leche materna.
Particularmente en el hueso, se observa un incremento gradual en su densidad durante
los dias 3, 7 y 14 posteriores al destete (Kirby et al, 2011; Liu et al, 2012; Collins et al,
2013)
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ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO

Datos reportados en la bibliografia y estudios en nuestro laboratorio han encontrado
cambios impactantes en los islotes pancredticos durante la gestacion y lactancia (Rieck,
2009; Canul, 2014). Se encontraron modificaciones tanto en el tamano de los islotes como
diferencias en la forma de los mismos, habiendo una frecuencia mayor de islotes grandes
y redondeados con gran porcentaje de células B (beta) y menos de células o (alfa)

respecto a los ratones no gestantes.

Hasta la fecha no existen estudios que reporten los cambios por los que atraviesan los
islotes pancreaticos maternos al término de la lactancia y después de la misma, por lo que
en este proyecto proponemos investigar los cambios en el islote pancreatico materno

durante ese periodo.

PLANTEAMENTO DEL PROBLEMA

Durante la gestacion los requerimientos de energia del feto provocan cambios en el
metabolismo materno que permiten la expansién de la masa de las células B y aumentos
en la secrecidn de insulina. En el periodo de lactancia, se reduce la proliferacién de células
B y se aumenta la apoptosis celular y por ende la disminucion del islote. A pesar de dicha
informacién, se desconoce si el islote regresa al tamano original después de la lactancia.
La pregunta que se propone investigar en este proyecto es si en el periodo de post-
lactancia se producen cambios en el islote pancreatico materno, dado que estudios han

evidenciado cambios en la forma del islote durante la gestacion y lactancia.

En este trabajo se caracterizaron los cambios morfoldgicos y morfométricos por los que
atraviesan los islotes pancreaticos maternos durante la post lactancia y se compararon
con la morfologia de los islotes de hembras no gestantes, y de esta manera poder

comprender los cambios acontecidos en esta etapa. Los resultados que se obtenidos en
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este proyecto permitirdn ampliar el conocimiento sobre las modificaciones del islote

pancreatico y los efectos de post lactancia sobre la masa del islote.

Se pretende generar informacion para el futuro desarrollo de investigaciones sobre las
modificaciones del metabolismo energético que sufre la madre durante este periodo y
para comprender los mecanismos mediante los cuales los islotes pancreaticos se adaptan

ante diferentes estimulos fisioldgicos.

HIPOTESIS

Se sabe que las hormonas son capaces de modificar la masa de las células B. En la post
lactancia existen cambios hormonales en diferentes tejidos, por lo que es posible que en

este periodo se modifique la masa del islote pancredtico materno.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios morfologicos y morfométricos que ocurren en el islote

pancreatico materno durante la post lactancia.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar y comparar al término de la lactancia y en el estado post lactacia, contra el grupo
no gestante, lo siguiente:

1.- La morfometria y morfologia de los islotes pancreaticos maternos.

2.- La proporcion de células B y células a del islote pancreatico.

3.- La glucemia en condiciones de ayuno y no ayuno.

4.- La sensibilidad a la insulina como consecuencia de la funcion de la célula R

pancreatica
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METODOLOGIA

Modelo Animal

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 7-8 semanas (Harlan Laboratories, México), se
mantuvieron dentro del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM con
libre acceso a comida y agua, en un ciclo de 12 horas de luz 12 horas de oscuridad.

Los ratones fueron apareados colocando en caja, dos hembras y un macho. Las hembras
fueron monitoreadas hasta la aparicion del tapdn vaginal, que persiste de 6-12 horas
posteriores al apareamiento, siendo resultado de la coagulacion del esperma del macho y
las secreciones vaginales. Apartir de la observacion de este tapdn se considera la fecha
como el dia 0 de la gestacioén.

Las hembras prefiadas se reubicaron en cajas individuales, recibiendo una dieta con los
requerimientos necesarios (2018S Teklad Global 18% Protein Rodent Diet Harlan
Laboratories S.A. de C.V.) y agua ad libitum. A partir de las hembras prefiadas, se formaron
2 grupos: término de la lactancia (post lactancia O dias) y una semana después del
término de la lactancia (post lactancia 7 dias). Las hembras que no quedaron prefiadas,
conformaron el grupo de las no gestantes.

Durante el periodo de experimentacién, las hembras lactantes y post lactantes fueron
monitoreadas en peso corporal y consumo de alimento. Se realizaron curvas de tolerancia
a la glucosa e insulina. Al término de la lactancia (post lactancia 0) y 7 dias después (post
lactancia 7) , las madres se sacrificaron previa anestesia con Sevofluorane. Se extrajeron
los pancreas fijandolos por 24 horas en paraformaldehido para posterior tratamiento
histoldgico.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con el Reglamento para el

Cuidado y Manejo de los Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Curvas de tolerancia a la glucosa
Los ratones se sometieron a un ayuno de 16 horas antes de la prueba al término de la
lactancia (post lactancia 0) y 7 dias después (post lactancia 7). A cada ratén se le

administro glucosa (2g/kg peso corporal) en inyeccidn por via intraperitoneal. Se colect6
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sangre antes de la inyeccion de glucosa (tiempo Omin) , asi como a los minutos 15, 30, 60,
90y 120 después de la inyeccidn. La glucosa en sangre fue cuantificada con un glucometro

(Precision QID , MediSense, IN. ,Abbott Laboratories Company).

Curva de tolerancia a la insulina

Los ratones fueron alimentados ad libitum y se les inyecté 1 IU/kg de insulina regular
humana (Humulin, Laboratorios Eli Lily). Se midieron las concentraciones de glucosa en
sangre utilizando un glucémetro (Precision QID, MediSense, IN., Abbott Laboratories
Company) antes de la inyeccion, asi como en los minutos 15, 30, 60, 120 posteriores a la
inyeccion de insulina. Las curvas de tolerancia la insulina se realizaron al término de la

lactancia (post lactancia 0) y 7 dias después (post lactancia 7).

Inclusion y cortes histoldgicos

Los pancreas disectados se fijaron en paraformaldehido al 4% por 24 horas, deteniendo la
autolisis del tejido y conservando sus estructuras lo mds similar a la original. Posterior a
las 24 horas se hizo un lavado de PBS 1X (0.8 % p/v NaCl, 0.02 % p/v KCl, 0.144 % p/v
Na2HPO4, 0.024 % p/v KH2PO4, pH7.4) . El tejido fue deshidratado en un tren de
concentraciones crecientes de etanol (25-50-75-100%), a continuacion se realizd el
aclaramiento con bano de xilol, sustancia miscible tanto en etanol como con el medio de
inclusion, en este caso parafina; por ultimo se realizé la inclusidn; se coloco el tejido en un
“casette” agregandole parafina hasta formar un bloque, de esta forma se consigue que el
tejido no se rompa o deteriore durante el proceso de obtencion de cortes. Se realizaron

cortes de 5 um y se fijaron en laminillas pretratadas con polilisina.

Inmunohistoquimica de fluorescencia

Los cortes en laminillas de pancreas se desparafinaron y rehidrataron para continuar con
inmunoflorescencia contra insulina y glucagdn. Para desparafinar, se realizaron dos bafios
con xilol y se rehidrataron en un tren de concentracion decrecientes de etanol (100-75-50-

25%), por ultimo un lavado con PBS 1X. Se llevé a cabo la recuperacién del antigeno
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mediante un bafio de buffer de citrato a 902C por 15 minutos, transcurrido el tiempo se
dejoé enfriar por 20 minutos, se dieron tres lavados con PBS 1X. Concluidos los lavados se
dibujo alrededor del tejido una zona hidréfoba utilizando PAP pen (Sigma Aldrich) para
contener dentro del drea delimitada al buffer de perforacién con 0.3% de Triton X-100
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) y se bloquearon con suero bovino al 3% (Microlab,
Aguascalientes, México) en una camara humeda por 45 minutos. Los anticuerpos
primarios para Insulina (1:150, Sigma) y glucagén (1:4500, Sigma) se incubaron a 42C
durante toda la noche. Al dia siguiente se realizaron lavados con suero normal de cabra al
1% (Microlab, Aguascalientes, México) y se incubaron los anticuerpos secundarios
acoplados a fluorocromo: FITC (1:200, Jackson) y Cy3 (1:800, Jackson) por una hora.
Transcurrida la incubacién, se hicieron lavados con PBS 1X; los nucleos se tifieron con DAPI
(DAPI Sigma) durante 1 minuto. Finalmente las preparaciones se cubieron con
cubreobjetos con medio para montaje fluorescente (Dako) sellandolas con barniz. Las

preparaciones obtenidas se utilizaron para el analisis de los islotes pancreaticos.

Analisis de islotes pancreaticos

Las imagenes de los islotes pancreaticos se obtuvieron con un sistema de microscopia de
campo amplio Axioskop 2 plus (Seiss, Thornwood, NY) acoplado a una ldampara de
fluorescencia de mercurio (FluoArc) con una cdmara AxiocamRm. Se observaron 4
preparaciones de cada ratdn, en un total de 4 ratones por grupo experimental. Las
imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software Image J 1.40 (Research Services
Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD) cuantificando el area del
islote, area de células positivas a insulina (células-B) y células positivas a glucagon (células-
a). Se considera a un islote aquel grupo de 4 o mas células positivas a insulina (Butler et al,

2003).

Analisis estadistico
Los datos representan la media = ES del nimero de muestras o sujetos evaluados (n). El

anadlisis estadistico se realizd utilizando el software GraphPadPrism (AbacusConcepts,
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Berkeley, CA, USA). Los datos se analizaron por medio de una prueba de t de Student o
ANOVA de 2 vias. Los valores de p menores a 0.05 son considerados como

estadisticamente significativos.

RESULTADOS

En este trabajo se analizaron los cambios morfoldgicos del islote en grupos
experimentales que corresponden al término de la lactancia (post lactancia dia 0) y una
semana después (post lactancia dia 7). También, se estudiaron los posibles cambios por
las que atraviesa el metabolismo de la glucosa mediante el estudio de curvas de tolerancia

a la glucosa e insulina.

Morfometria y morfologia del islote pancredtico

El estudio de los islotes de Langerhans durante la post lactancia, reveld que se producen
cambios en la morfologia. El promedio del area total ocupada por los islotes por corte
analizado de hembras no gestantes fue de 6,072 £ 419um?2. Al término de la lactancia
(post lactancia dia 0) los islotes poseian un promedio de 6,004 + 608 um?, valor cercano al
del grupo de ratones no gestantes (Figura 5). Una semana después (post lactancia dia 7),
se observa un incremento significativo (p<0.05) en el tamafio de los islotes, llegando a
10,640 + 1023 um? , comparable con el tamafio observado durante la gestacion de 11,673

um?; reportado por Canul-Medina (2014).
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Figura 5. Tamafio promedio de los islotes de Langerhans del pdncreas materno. Los datos

representan la media * ES. P<0.05 vs no gestante

También se realizé el analisis de frecuencia del tamafo de los islotes. Se encuentra bien
definido que el pancreas posee islotes de diferentes tamafios (Chintinne, 2010; Bonne-
Weir, 2016). En el grupo no gestante, se encontré que la frecuencia de islotes pequefios (<
1000 pm?) es de 21.3 %, al término de la lactancia es de 29.3% y una semana después
(post lactancia 7) corresponden a 12.2% islotes del nimero total. En el grupo de hembras
no gestante, cerca del 80% de islotes analizados miden menos de 10,000 um? vy el
restante, se localiza entre 20,000-40,000 um?. Al término de la lactancia (post lactancia
dia 0) gran cantidad de islotes miden menos de 10,000 pm?, y la distribucion de los
mismos se amplia, a comparacién de las no gestantes, de tal forma que encontramos
islotes de 80,000 um?. En el dia 7 de la post lactancia (Figura 6) la proporcién de islotes
pequefios menores de 10,000 um? es baja en tanto que en este periodo cerca del 1%
corresponde a islotes de mds de 90,000 um? e interesantemente, es el Unico periodo

donde encontramos islotes que superan los 100,000 um? (Figura 7).
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Figura 6. Distribucion de frecuencias del tamafio de los islotes, expresado como el

porcentaje del numero total de islotes de Langerhans medidos en el pdncreas materno.
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Figura 7. Morfologia del islote de Langerhans al término de la lactancia y 14 dias
posteriores a la misma. Imdgenes de inmunofluorescencia de islotes pancredticos tefidos
para insulina (verde) y glucagon (rojo). Las fotografias de la parte superior de cada periodo
analizado, muestran los islotes mds grandes observados, sequidos del tamafio promedio y

los islotes mds pequefios. Escala 50 micras.



Proporcion de células beta vy alfa

Se ha observado que el tamaifio de los islotes y su proporcién cambia durante los
diferentes periodos estudiados, por lo que se analizd si los mismos modifican su
proporciéon de células B, responsables de la produccién y secrecion de insulina, y de
células o , responsables de la produccion y secrecién de glucagdn. El analisis se llevd
acabo mediante la cuantificacion del area total positiva a insulina y glucagén de los islotes

de Langerhans observados en inmunofluorescencias de pancreas materno.

En ratonas no gestantes, el promedio del drea total positiva a insulina representé el 83.7
+ 0.48% del total de células en el islote (Figura 8) , la cual se incrementa
significativamente a lo largo de la gestacion a 92% (Canul-Medina, 2014), encontrando su
valor maximo al término de la lactancia (post lactancia dia 0; 92 + 0.51%, p<0.05 vs no
gestantes). Una semana después (post lactancia 7) su tamaio (91.4 + 0.85%) no cambia de

manera significativa respecto al dia del fin de la lactancia.
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Figura 8. Proporcion del drea positiva a insulina en los islotes de Langerhans. Los datos

representan la media * ES. P<0.05 vs no gestante
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En el caso de las células a, el promedio del area total positiva a glucagén disminuye
significativamente su proporcién durante la gestacién, siendo el cambio mas drastico al
fin de la lactancia (post lactancia dia 0; 7.11 + 0.58%; Figura 9), tomando como punto de
partida las ratonas no gestantes en donde las células alfa representan cerca del 16% de la
masa total de un islote materno. Una semana después (post lactancia 7) del fin de la

lactancia, no se encuentran diferencias significativas (8.5 + 0.74%).
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Figura 9. Proporcion del drea positiva a glucagon en los islotes de Langerhans. Los datos

representan la media * ES. P<0.05 vs no gestante

Curva de tolerancia a la glucosa

Para determinar si se produce algun cambio en el metabolismo de la glucosa en los

periodos analizados, se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa.

La comparaciéon de los grupos experimentales con el grupo de ratonas no gestantes
mostrd que la concentracidn de la glucosa sanguinea materna presenta en los 3 grupos su
mayor nivel a los minutos 15, disminuyendo posteriormente de la misma forma a los 30y
60 minutos después de la inyeccién (Figura 10). El promedio del drea bajo la curva de la
prueba de tolerancia a la glucosa, muestra que las diferencias no son significativas (Figura

11). , lo cual indica que no hay diferencias en la tolerancia a la glucosa.
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Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa en ratonas no gestantes, al termino de la

lactancia y una semana después. Los datos representan la media # ES.
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Para saber si los cambios que acontecen en el islote se encuentran asociados a
alteraciones en la sensibilidad a la insulina, como sucede en el periodo del embarazo, se

determiné este parametro mediante curvas de tolerancia a la insulina.

Al término de la lactancia (post lactancia dia 0) se observa una menor sensibilidad a la
insulina que la presente en el grupo control no gestante, y al dia 7 de post lactancia
(Figura 12), esta ultima muestra, un patrén similar al grupo no gestante. El promedio del
area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la insulina, muestra diferencia significativa

entre la del dia O de la post lactancia y el grupo no gestante (Figura 13).

100 -
90 -
X
o
;.:;, 80 -
©
“ - No gestante n=10
S 70 - .
pet ---- Postlactancia0 n=10
w
o —— Postlactancia7 n=10
S 60 -
)
s
= 50 -
4
o
Q
2 40 -

30 T T T T

0 15 30 60 90

Tiempo después de la inyeccion de insulina (min)

Figura 12. Curva de tolerancia a la insulina en ratonas no gestantes, al termino de la

lactancia y una semana después. Los datos representan la media + ES
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Figura 13. Area bajo la curva de tolerancia a la insulina en ratonas no gestantes, al

término de la lactancia y una semana después. P<0.05 vs no gestante
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DISCUSION

Los islotes de Langerhans tienen una gran capacidad pldastica; modifican su funcién vy
morfologia en respuesta a diferentes retos metabdlicos y cambios hormonales a lo largo

de diferentes periodos de la vida (Bouwens, 2005; Ackermann et al, 2007).

En la literatura se encuentran bien documentados los cambios que sufre el islote
pancreatico materno en la gestacién (Rieck, 2009;2010); sin embargo, no se encuentran
reportados cambios a partir del dia del destete sobre los islotes pancredticos, la

sensibilidad a la insulina ni la homeostasis de la glucosa, tema de estudio de esta tesis.

En este trabajo se mostrd un incremento en el tamafio de los islotes maternos de casi el
doble una semana después del término de la lactancia. Resulto notable encontrar islotes
de mas de 100, 000 um? en este periodo, tamafio de islotes que no se presentan durante
la lactancia y nunca antes vistos en ratones no gestantes. A la par, se encontraron
diferencias en la forma de los islotes habiendo una frecuencia mayor de islotes muy
alargados una semana posterior al destete, formados en su mayoria por celulas B (91.4%),
mismos que parecian fraccionados, fendmeno que podria interpretarse como islotes en
via de formacién. Ademas, por la distribuciéon de las células positivas a glucdgon,
encontramos que en esos islotes alargados, las celulas o se encontraban agrupadas de tal
forma que sugieren estar marcando un lugar de fision del islote. Tal vez la formacién de
nuevos islotes sea propio del periodo de post-lactancia, por lo que sera interesante
analizar en dias posteriores a los 7 dias si estas formas derivan en mayor nimero de

islotes de menor tamafio.
Se encontrd que después del embarazo y la lactancia la proporcién de células By a se

modifica. Dado que al dia 7 de post lactancia se ve una pequefia reversion en los cambios

abruptos en la composicidon celular observados entre el grupo control y el término de la
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lactancia, seria interesante analizar si en algun tiempo posterior en la post lactancia se

restituye la proporcién de células observadas en los ratones control.

Una semana después de la lactancia aun se encuentran las mismas proporciones de
células o y B se esperaba que los valores regresaran a los observados en ratones no
gestantes, pero no fue asi. Puede que se mantengan los cambios para que la hembra se
encuentre lista para un futuro embarazo y el reto metabdlico que implica. Tal suposicion
parece correlacionarse con la aparente formacion de nuevos islotes durante la post-
lactancia. Se sugiere un estudio de morfometria en un segundo y tercer embarazo para

probar esta hipotesis.

Al realizarse la curva de tolerancia a la glucosa en nuestro estudio, no se observaron
diferencias entre el fin de la lactancia y una semana después del término de la misma.
Caso contrario a lo observado en la curva de tolerancia a la insulina, en la cudl al dia de
término de la lactancia (post lactancia 0) se muestra una menor sensibilidad a la insulina,
patrén parecido al de la gestacion (Canul-Medina, 2014), periodo de alta resistencia a la
insulina. Puede que los cambios hormonales durante la lactancia hayan jugado un papel
importante en la sensibilidad a la insulina. Hay que sefialar que paraddjicamente, la
intolerancia a la insulina no se ve reflejada en la curva de tolerancia a la glucosa, lo cual
puede ser debido a una mayor secrecién de insulina durante la lactancia. Determinar los

niveles plasmaticos de insulina podria aclarar este punto.
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CONCLUSION

Hasta la fecha se desconocia que el islote materno pancreatico atravesara por

modificaciones en tamafio, cambios en la proporcidn de células a y B en la masa total, en

la glucemia y sensibilidad a la insulina al término de la lactancia y durante la post

lactancia. Se concluye que:

1.

2.

3.

Una baja proporcidn de islotes pancreaticos de casi el doble del tamafio promedio
se encuentran una semana después de terminada la lactancia, con respecto a los
islotes de las hembras no gestantes. Esta es la primera vez que se reporta este
hallazgo.

Cambios en la composicion del islote: la proporcion de tipos de celulares que lo
componen, como las células o y B, se modifica. Al término de la lactancia, las
células B alcanzan una mayor proporcion, ocupando cerca del 93% del total del
islote, hecho que se asocia con la resistencia a la insulina observada durante este
periodo. Al mismo tiempo, las células o muestran la menor proporcién (7%). Una
semana después de la lactancia aun se encuentran las mismas proporciones de
célulasoy B .

El dia de término de la lactancia se encuentra una alta resistencia a la accién de la
insulina mientras que 7 dias después de terminada ésta, la sensibilidad a la insulina

se normaliza.
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PERSPECTIVAS

Los datos generados en este trabajo, sugieren el desarrollo de nuevos estudios
relacionados con los mecanismos moleculares y celulares que conducen a la modificacién
del tamafio y masa de los islotes de Langerhans durante la gestacidn, la lactancia y la post-

lactancia.

Entender los cambios producidos durante estas etapas podria ayudar a establecer
estrategias para contrarrestar la pérdida de la masa de los islotes y las células B, como lo

es en el caso de la diabetes.
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