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RESUMEN

Se determind el efecto de la diabetes materna, inducida con estreptozotocina (STZ) sobre el
desarrollo del pancreas de fetos de 17 y 21 dias de gestacién y de crias de 20, 28 y 90 dias de
edad. Se utilizaron 35 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso de 250-300g. Se
aparearon con machos de fertilidad comprobada toda una noche, a la mafana siguiente la
presencia del ta pdén vaginal y/o espermatozoides determind a éste como el primer dia de
gestacion. Se dividieron en dos lotes: un lote experimental (LE) compuesto de 25 ratas a las que,
el 5° dia de gestacidn, se les inyectd ip. 50 mg/kg de peso de STZ en amortiguador de acetatos a
0.1M pH 4.3. Se consideraron diabéticas aquellas que presentaron niveles de glucosa = 200
mg/dl, 48 hrs. después de la inyeccidon de STZ; y un lote control (LC), compuesto por 10 ratas,
que se les inyectd ip., el 5° dia de gestacion, amortiguador de acetatos a 0.1M pH 4.3 de acuerdo
a su peso.

Durante la gestacidn a las ratas se les determinaron niveles de glucosa sanguinea y peso corporal
una vez por semana hasta el dia del sacrificio. A los fetos de 17 y 21 dias de gestacién se les
determind peso, talla y se les extrajo el pdancreas para el anadlisis histolégico e
inmunohistoquimico. A las crias en el periodo postnatal se les pesd y midié y se determinaron los
niveles de glucosa sanguinea, una vez por semana, hasta el dia de su sacrificio.

Las crias fueron sacrificadas en los tiempos postnatales de 20, 28 y 90 dias, se obtuvo muestra de
sangre para la determinacidn sérica de glucosa, colesterol, triglicéridos e insulina. Se les extirpd el
pancreas y se procesd con técnicas de histologia e inmunohistoquimica para determinar Ila
presencia de Pdx.1, insulina y GLUT2, utilizando la técnica de marcaje con doble anticuerpo. Se
realizd un analisis morfométrico (tamafio y drea de los islotes) y un analisis IOD (integrated optical
density) para cada proteina y se determind la masa de células 3. Se compararon los resultados
entre el grupo control y el experimental.

Los resultados demostraron que durante la gestacién las ratas del LE presentaron niveles de
glucosa sanguinea >400 mg/dl y una pérdida significativa de peso en la Ultima semana de
gestacion (LE vs. LC p<0.05) debido al incremento en su catabolismo. El periodo de gestacién se
prolongd por 2 dias y se presentaron reabsorciones. Los fetos y crias del LE fueron de menor
tamafo y peso en comparacion con los fetos y crias de ratas del LC (LE vs LC p< 0.0001).

El andlisis histolégico demostré que la hiperglucemia materna afectd el desarrollo del pancreas
de fetos de 17 dias, provocando un retardo de la morfogénesis y un aumento en el nimero de
células epiteliales positivas a Pdx.1 insulina y GLUT2 en fetos de madres diabéticas, sin
diferencia significativa entre lotes.

A los 21 dias de gestacidn, se observd un atraso en la formacion de las agrupaciones tipo islote
evidenciado por la diferenciacidén de estas agrupaciones a partir del epitelio ductal, el diametro y
area de estas agrupaciones en fetos de madres diabéticas fueron significativamente menores en
comparacion con fetos de ratas sanas (LE vs. LC p<0.0001). El andlisis de 10D, también demostré
una disminucidn significativa en la produccidn de Pdx.1, insulina y GLUT2 (LE vs. LC p< 0.05), y en
la masa de células f (LE vs LC p< 0.0001).

Estas alteraciones, producidas in utero, se reflejaron también en la vida postnatal. Los niveles de
glucosa sanguinea en las crias de 20, 28 y 90 dias fueron significativamente mayores en las crias
de madres diabéticas (LE vs. LC p<0.05) que los que presentaron las crias de ratas sanas.

El estudio morfolégico e inmunohistoquimico del pancreas postnatal revelé que los islotes de
crias de 20 dias de madres diabéticas las células enddcrinas empiezan a reunirse para formar
islotes maduros pero estan aun asociados a los ductos y son significativamente de menor tamafo
(didmetro y area LE vs. LC p<0.0001) en comparacion con el tamaio de los de crias de madres
sanas. El analisis de la IOD demostrd que ésta fue significativamente menor para insulina y GLUT2
(LE vs. LC p<0.05) a diferencia, la IOD de Pdx.1 fue menor pero sin diferencia significativa.



También se observé una reduccién significativa en la masa de células § (LE vs LC p<0.0001).

A los 28 dias, la disminucién de IOD de Pdx.1y GLUT2 e insulina continud (LE vs LC p<0.05), el
tamafio de los islotes (didmetro y drea) (LE vs LC p<0.0001) y la masa de células f también se
redujo significativamente (LE vs. LC p<0.0001). En la edad adulta (90 dias), la estructura del
pancreas fue normal pero el tamafio de los islotes fue menor, pero sin diferencia significativa. La
IOD no presenté diferencias significativas en la produccion de Pdx.1 e insulina, Unicamente una
disminucion significativa en la produccion de GLUT2 (LE vs LC p<0.05). La masa de células f§ fue
significativamente menor en comparacion con la de la descendencia de ratas sanas (LE vs LC
p<0.0001).

De los resultados obtenidos se puede concluir que la diabetes materna ocasiond un retraso in
utero sobre la diferenciacion y morfologia del islote produciendo en las crias alteraciones
metabdlicas (pre-diabéticas) debido a la modificacién de la produccién de proteinas clave (Pdx.1,
insulina y GLUT2) en la regulacién de la homeostasis de la glucosa.



ABSTRACT

The effect of maternal diabetes induced with streptozotocin (STZ) on pancreatic development of
fetuses of 17 and 21 days of gestation and offspring of 20, 28 and 90 days were determined.
Thirty- five female Sprague-Dawley rats, weighting 250-300g were mated overnight, nex morning
the presence of vaginal plug and/or sperm determined this as the first day of gestation. Rats
were allotted in two groups. The experimental Group (LE) with 25 pregnant rats that received
the 5™ day of gestation, an ip. injection of 50 mg/kg STZ in 0.1M acetate buffer, pH 4.3. Those
with glucose levels >200 mg/dl, 48 hrs after STZ injection, were considered diabetic. The control
Group (LC) included 10 pregnant rats tath, on the 5" day of gestation, were injected ip. with 0.1
M acetate buffer, pH 4.3 according to their weight.

During pregnancy and until the day of sacrifice, once a week, blood glucose levels and body
weight were determined. Fetuses of 17 and 21 days of gestation were weighted, and measured,
the pancreas were removed and processed for histological and immunohistochemical analysis.
The offspring were weighted and blood glucose levels were determined once a week until the
day of sacrifice on days 20, 28 and 90 and blood samples were obtained for the determination
of glucose, colesterol, triglycerides and insulin.

Pancreas were processed for histological and immunohistochemical analysis and the presence of
Pdx.1, insulina and GLUT2, using double labeling antibody technique, was determined. A
morphometric analysis (size and area of the islets) and the 10D (integrated optical density) was
performed for each protein and [-cell mass was determined. Results were compared between
control and experimental groups.

The results showed that during pregnancy the LE rats had blood glucose levels >400 mg/dl and a
significant weight loss in the last week of gestation, due to an increased catabolism (LE vs LC
p<0.05). The gestation period lasted 2 days more and reabsorptions were observed. Fetuses and
Offspring of LE were smaller and weighted less, when compared with fetuses and offspring of the
LC (LE vs LC p<0.0001).

Histological analysis showed that maternal hyperglycemia affected the development of the fetal
pancreas. On day 17 of gestation, in fetuses of diabetic Mathers, a delay on morphogenesis and a
increase in the number of epithelial cells positive to Pdx.1, insulin and GLUT2 was detected, with
no significative difference between groups.

On day 21 of gestation, a delay in the formation of the islets clusters was evidenced by the
differentiation of thesse clusters from ductal epihelium. The diameter and area of these clusters
in fetuses of diabetic Mathers were significantly smaller when compared to those of fetuses of
non-diabetic rats (LE vs LC p<0.0001). These the analysis of IOD also showed a significant
decrease in the production of Pdx.1, insulin and GLUT2 (LE vs. LC p <0.05), and in the 3-cell mass
(LE vs LC p<0.0001).

These alterations produced in utero, reflected on postnatal life. Blood glucose levels in the
offspring of 20, 28 and 90 days were significantly higher in offspring of diabetic mothers (LE vs LC
p<0.05), than those of Offspring of non-diabetic mothers.

The morphological and immnunohistochemical study of postnatal pancreatic islets revealed that
in those of offspring of 20 days of diabetic Mathers the endocrine pancreas cells started to the
form the mature islets but were still associated to the ducts and were significantly smaller in
diameter and area (LE vs LC p<0.0001). The I0D of insulina and GLUT2 were significantly lower
(LE vs LC p<0.05) in contrast, the 10D of Pdx.1 was lower, but not statistically significant. We also
observed a significant reduction in 3-cell mass (LE vs LC p<0.0001).

At 28 days the islets were mature and the decrease in IOD of GLUT2, insulin and Pdx.1 continued
(LE vs LC p<0.05), the size of the islets (diameter and area) (LE vs LC p<0.0001) and p-cell mass

were also significantly reduced (LE vs. LC p <0.0001). In adulthood (90 days), the structure of the
3



pancreas is normal but islets were smaller but not statistically significant. The 10D revealed no
significant differences in the production of Pdx.1 and insulina, Orly a significant decrease in the
production of GLUT2 (LE vs LC p <0.05) was detected. The 3-cell mass was significantly reduced
compared with the B-cell mass of Offspring of healthy rats (LE vs LC p <0.0001). From the results,
we can concluye that maternal diabetes in utero induced a delay on differentiation and islets
morphogenesis in the offspring, resulting in metabolic disorders (pre-diabetes) due to changes in
the production of key proteins (Pdx.1, insulin and GLUT2) in the regulation of glucose.



1.- ANTECEDENTES
1.1 Definicion y situacion actual de la Diabetes mellitus.

La Diabetes mellitus es una enfermedad crdnico progresiva caracterizada por un nivel elevado de
glucosa en sangre debido a la deficiencia relativa o absoluta de la secrecién de insulina, con
grados variables de resistencia a ésta. El sujeto sufre de alteraciones en casi todos los tejidos,
desarrollando complicaciones serias tales como: afeccidn cardiaca en arterias coronarias,
enfermedad cardiovascular periférica, neuropatia y es fatal si no es tratada (1).

Por la accion deficiente de la insulina en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas, la
diabetes produce dafios tempranos en células vasculares que a largo plazo producen
complicaciones microvasculares (1) como: la insuficiencia renal, una de las complicaciones mas
graves donde interactian factores metabdlicos, hemodindmicas, hormonales y vias de
comunicacion intracelular (2). La hiperglucemia se ha relacionado con cuatro trastornos
principales: 1) activacién de la via de los polioles, 2) formacién de productos de la glicacion
avanzada; 3) aumento del estrés oxidativo; y 4) activacion de vias de sefalizacién celular,
incluyendo la de la proteina cinasa C (3).

Estas alteraciones producen defectos en la permeabilidad endotelial, favorecen el reclutamiento y
adhesiéon de moléculas, aumentando la sintesis de citocinas, formacién de depdsitos y la
proliferaciéon de células mesangiales. Los factores hemodinamicos también tienen una
participacién importante: en la fase inicial de la nefropatia diabética se ha demostrado aumento
en la presion de la arteriola aferente, hiperfiltracion glomerular y variaciones en la presion
sistémica asociadas con microalbuminuria (2, 3).

La neuropatia diabética es otra de las complicaciones que aparecen mas temprano durante el
progreso de la enfermedad. Las neuropatias periféricas y autdonomas progresan lento pero
continuamente y se relacionan con la duracién de la enfermedad y el grado de control
metabdlico. El sindrome mas comun es la polineuropatia sensitivo motora simétrica distal. Se
caracteriza por dolor, ardor, disestesias, parestesias, y déficit sensitivo motor en las porciones
distales de las extremidades, predominantemente de las inferiores. A largo plazo se desarrollan
cambios troficos en la piel y otras anormalidades. Los pacientes con neuropatia tienen mayor
riesgo de  desarrollar Ulceras de los pies, amputaciones, articulaciones de Charcot, dolor,
disfuncién sexual e infarto agudo al miocardio (2,3).

Otra complicacion severa es la retinopatia diabética en la cual la hiperglucemia induce un dafio
estructural y funcional en la membrana endotelial, en células endoteliales, en pericitos y en
general en la retina siendo la causa principal de ceguera en poblacién adulta (2, 3).

El nUmero de personas con Diabetes mellitus a nivel mundial esta en aumento. La Federacion
Internacional de Diabetes (IDF) reporté en el 2006, 246 millones de casos y estima mas de 380
millones para el 2030 (4). En nuestro pais, la tendencia de este padecimiento aumenta
rapidamente por la urbanizacién acelerada que esta asociada con el aumento en el consumo de
dieta alta en grasa, la disminucién de la actividad fisica y otros factores como el estrés y la
predisposicion genética.

La forma mas comun en nuestro pais es la diabetes tipo 2, en un estudio de 1993-2006 se
reportd una prevalencia de 6.7% en 1993 y de 14.4% para el 2006 observandose un incremento
en la prevalencia de desérdenes metabdlicos asociados a la diabetes tipo 2 entre poblaciones de
20y 39 aiios sugiriendo una presencia mas temprana de la enfermedad (5).

En el 2010, el numero de defunciones por diabetes mellitus en México fue de 72 mil 449,
representando el 14.7% del total de las muertes que se registraron en nuestro pais,ubicando a
este padecimiento como la principal causa de muerte; del total de las defunciones el 52.2%
ocurrieron en mujeres y el 47.8% en hombres (6).



Por tratarse hasta el momento de un padecimiento incurable al gobierno le cuesta mas de 2,100
millones de pesos anuales, pues los pacientes diabéticos deben recibir tratamiento durante toda
su vida aunque una pequefa fraccidén acude regularmente a los servicios de salud y de éstos entre
25y 40% tienen un control metabdlico de la enfermedad (7).

1.2 Clasificacion

La Diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por una
hiperglucemia crénica asociada con dafo a largo plazo, disfuncidn y fallo en varios érganos y esta
determinada genéticamente (1). Varios procesos patogénicos estan involucrados en le desarrollo
de la diabetes, por lo que diagnosticar un tipo de diabetes en un individuo depende de las
circunstancias presentes en el tiempo del diagndstico, y en algunos casos no es facil agruparlos
en uno sélo existen al menos 4 grandes tipos de esta enfermedad (8):

Diabetes tipo 1:

Este tipo de diabetes es caracterizada por una destruccion autoinmune de las células 3 del
pancreas por lo cual, el cuerpo no produce insulina o en cantidades minimas y representa del 5 -
10% de los casos de diabetes. La destruccién inmune de las células B es producida por la
presencia de auto-anticuerpos para insulina, acido glutamico descarboxilasa (GAD) y tirosinas
fosfatasas 1A2 y 1A2f3. En esta forma de diabetes, la tasa de destruccidn celular es
completamente variable, siendo rdpida en algunos individuos (comunmente nifios y jovenes) y
lenta en otros (principalmente adultos). La destruccidn autoinmune de las células 3 tiene
multiples predisposiciones genéticas y esta también relacionada con factores ambientales que
aun son poco conocidos(8).

Diabetes tipo 2:

Comprende a individuos que tienen una resistencia a la insulina y usualmente también una
deficiencia relativa en su secrecion. Representa el 90 - 95% de los casos de diabetes (1, 8).
Muchos pacientes con esta forma de diabetes son obesos, causando un grado de resistencia a la
insulina. La secrecién de insulina es anormal en estos pacientes e insuficiente para compensar
esta resistencia. El riesgo de desarrollar esta forma de diabetes se incrementa con la edad, la
obesidad y el sedentarismo. Esta frecuentemente asociada con una fuerte disposicidon genética
mas que la forma autoinmune y es mas compleja (1, 8).

En los ultimos afios, la prevalencia de este padecimiento va en aumento en nifios, la ocurrencia
de diabetes mellitus tipo 2 en menores de 10 afios es alarmante, las cifras han aumentado en
nuestro pais, en el Distrito Federal, el 50% de los infantes padecen sobrepeso u obesidad dos
factores de riesgo que pueden desarrollar el trastorno asi como antecedentes familiares(9).

Otros tipos de diabetes especificos:

Comprende una gran cantidad de defectos monogenéticos como las MODY’s (Maturity Onset
Diabetes of the Young) que son causadas por mutaciones heterdcigas en por lo menos cinco
genes que codifican factores de transcripcion:

HNF4o/HNF4A (MODY 1), HNF1a/TCF1 (MODY 3), PDX1/IPF1 (MODY 4), HNF13/TCF2 (MODY 5),
NEUROD1/BETA2 (MODY 6) y MODY2 que es el Unico subtipo no relacionado con factores de
transcripcion pues es causada por mutaciones en el gen de la glucocinasa de las células f (10).



Otros defectos genéticos comprenden mecanismos implicados en la accién de la insulina,
principalmente a su receptor (8).

Otros tipos de diabetes se producen por enfermedades del pdancreas exdécrino como son
pancreatitis, infecciones, trauma, pancreatectomia y carcinoma pancreatico. Endocrinopatias
que involucran a hormonas antagonistas a la insulina (hormona de crecimiento, cortisol,
glucagon, epinefrina, somatostatina). De manera similar por induccién quimica o farmacos como
Vacor o pentamidina o glucocorticoides. Por infecciones de virus como el de rubeola o
citomegalovirus y otras variantes estan relacionadas con algunos sindromes como el de Down,
Klinefelter, Turner y Wolfram entre otros (8).

1.3 Diabetes gestacional:

Es definida como un grado de intolerancia a la glucosa que se reconoce por primera vez durante
el embarazo. La prevalencia es de 1-14% de los embarazos y representa cerca del 90% de todos
los embarazos complicados por diabetes presentdandose comunmente hasta el tercer trimestre
del embarazo (8). Los factores que estan mas asociados con este tipo son la edad, obesidad,
historia familiar de diabetes y grupo étnico (11) Figura 1.

La principal causa que ocasiona el desarrollo de la diabetes gestacional es una resistencia crénica
a lainsulina resultando de una combinacién del incremento en la adiposidad materna y el efecto
de ciertos desensibilizantes de la insulina producidos por la placenta como el Lactégeno
placentario (PL), la hormona de crecimiento placentario (PGH), bajos niveles de una adipocina:
TNF-a, (factor de necrosis tumoral - o) y del sustrato receptor de insulina tipo 1 (IRS-1) (12).

Estados [ Normoglucemia Hiperglucemia

Intoleranciaala Diabetes Mellitus

1
Regulacién normal de glucosa o 1
glucosa Niveles de glucosa | Sinrequerimento Requerimento Requerimento
s en ayuno alterados ! de insulina de insulina de insulina
Tipos 1 brevivi
para sobrevivir.
T

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Otros tipos
especificos

Diabetes
Gestacional

Figura 1. Desdrdenes glucémicos: estados y tipos etioldgicos. Modificado de ADA, 2008 (8).

Datos recientes muestran que la prevalencia de este tipo de diabetes se ha incrementado en
cerca del 127 % segun el grupo étnico (mayor en asiaticos e hispanos) en los ultimos 20 afos (13).
En nuestro pais se ha reportado una incidencia de un 4% en poblacion con derecho al IMSS y
11% en poblacion abierta (14). Estudios del Instituto Nacional de Perinatologia: “Isidro Espinosa
de los Reyes” la diabetes gestacional se ubica entre las primeras complicaciones del embarazo, al
registrar una prevalencia de 9 y 13%, y alrededor del 50% de las mujeres que la presentan
desarrollaran diabetes tipo 2 después de 5 afos de dar a luz (15).



La diabetes gestacional ocasiona diversas complicaciones a corto plazo (preclampsia, sepsis
urinaria, polihidramnios, parto pretérmino, parto laborioso, trauma obstétrico)(11).

La descendencia de madres con diabetes gestacional tiene mayor riesgo de  presentar
complicaciones metabdlicas asociadas como hipoglucemia, macrosomia, hiperbilirrubinemia,
hipocalcemia, hipomagnesemia, malformaciones congénitas, sindrome de dificultad respiratoria,
enfermedad de la membrana hialina (EMH) desproporciéon cefalo-pélvica, aumento de la
mortalidad neonatal(11, 14). Las malformaciones congénitas son la principal causa de mortalidad
y morbilidad de hijos de madres con diabetes gestacional. Las principales malformaciones
asociadas son las del sistema cardiovascular, sistema nervioso central, el genitourinario y
esquelético(16).

El tratamiento esta siempre encaminado a la disminucidon de la morbimortalidad materna y
perinatal que se logra con un buen control metabdlico durante el embarazo, e incluso antes de
éste (16).



2.0 Pancreas

El pancreas es una glandula accesoria asociada al aparato digestivo, la cual, al igual que el higado,
secreta diversas sustancias hacia la primera porcidn del intestino delgado para la degradacién de
los nutrientes y hormonas implicadas en la regulacion metabdlica del organismo (17). Es un
d6rgano que se ubica en la curva del duodeno en forma de C, y estd conectado a éste por la
Ampula de Vater, donde el ducto pancredtico se une con vesicula biliar (18). En humanos su peso
es de 40 a 150 g y una longitud de 20 a 25 cm (19). Es una glandula anticrina; es decir, esta
compuesta de tejido glandular exdcrino y endocrino. No posee cdpsula fibrosa definida, sin
embargo, estd rodeado por una capa de tejido conectivo laxo, el cual se introduce hacia el tejido
dividiéndolo en lébulos (20) Figura 2. El abastecimiento arterial en el pancreas se origina de las
arterias esplénica, hepdtica y mesentérica, el drenaje venoso se da por las venas esplénica y
mesentérica (20).Presenta fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas en los dos tipo de tejido
pancreatico, exdcrino y endocrino (21).
El pancreas en los mamiferos consiste de tres compartimientos epiteliales principales: el sistema
ductal, las células exécrinas acinares y células endocrinas. El sistema ductal se ramifica
delicadamente y transporta las proenzimas digestivas producidas por el tejido exdcrino acinar
hacia el duodeno. Los ductos pancredticos se caracterizan por ser lineares con células epiteliales
columnares y en los grandes ductos, se presentan células globosas similares a las del intestino
(17) Figura 2.
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Figura 2. A) Anatomia del pancreas adulto. B) Histologia de un acino pancreatico (22).

La porcién exdcrina del pancreas produce enzimas digestivas y un fluido pancredtico para la
digestion de los alimentos; estd conformado como una glandula compuesta tubuloacinar,
semejante a las glandulas salivales (17). La porcion endocrina consiste de tejido aislado en forma
esférica disperso entre la gran masa del pancreas exdécrino, fue inicialmente descrito por
Langerhans en 1869. Debido a su forma y a su descubridor son llamados islotes de Langerhans
(18). El numero de islotes en humanos ha sido estimado entre 1,000 y 10,000 mientras que en
roedores los islotes tienen una forma aproximadamente esférica, en humanos son menos
regulares y varian en tamafio desde menos de 50 micras hasta mds de 500 micras de diametro
(19).



2.1 Pancreas exdcrino

La porcidn exdcrina del pancreas consiste de tejido tubulo-acinar. Los acinos son redondos
formados por 4 a 8 células epiteliales cubicas o piramidales que producen enzimas digestivas
incluyendo  proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas; muchas de éstas secretadas como
precursores inactivos que inician su actividad después de que entran al duodeno (17). Se
concentran en la parte apical de la célula acinar dentro de granulos de secrecion, presentan
reticulo endoplasmico rugoso y un prominente aparato de Golgi (18). Esta glandula exdcrina
segrega el jugo digestivo que contiene grandes cantidades de iones de sodio y bicarbonato que
neutralizan el material acido que entra al intestino delgado desde el estomago (18, 21). La
secrecion enzimatica del pancreas exdcrino estd bajo un control multiple: los impulsos neurales
son transmitidos por la acetilcolina. Las sefiales hormonales activadas por el contenido del
duodeno (péptidos, aminoacidos, acidos grasos), provocan la liberacidon de colecistocinina en el
intestino (18).

Otras hormonas como la secretina y el péptido intestinal vasoactivo (VIP), estimulan la secrecién
pancreatica, proenzimas y agua. Al igual que de forma paracrina, el polipéptido pancredtico (PP)
regula la secrecion enzimatica (18).

2.2 Pancreas endocrino

Los islotes de Langerhans se encuentran dispersos en todo el pancreas, estdn compuestos de
células epiteliales dispuestas en cordones, entre ellos hay una red de vasos sanguineos y estan
separados de los lébulos vecinos por una fina capsula de fibras reticulares (23). El papel que
juega, es el de mantener un nivel constante de glucosa en sangre y facilita el almacenamiento
celular del material alimentario después de una ingestidn, provee también la movilizacién de
estos sustratos durante periodos de ayuno (21). Por medio de técnicas histoldgicas con rojo
neutro se han estimado alrededor de 13,500 y 890,000 islotes en el pancreas de rata y humano
respectivamente (23). Los islotes de Langerhans en el pancreas de rata miden 50-400 um de
didmetro (24). Se han identificado 5 tipos celulares dentro de los islotes de Langerhans,
designados como: a, B, 8, PP y € (Figura 3) cada una de las cuales segregan una hormona distinta.

Células a:

Son células acidofilicas y argirofilicas, grandes, localizadas en la periferia del islote; se encargan de
sintetizar el glucagon, que por técnicas inmunocitoquimicas se ha demostrado que es almacenado
y secretado por granulos de alrededor 235 nm de diametro; insolubles en alcohol. El porcentaje
de células a en los islotes varia en los mamiferos dependiendo de la especie, pero su nimero es
menor al de las células p (21, 23).

Células B:

Fueron las primeras células identificadas en los islotes, se localizan cominmente en el centro del
islote, son las encargadas de sintetizar la hormona pancreatica mas importante: la insulina. Las
técnicas de inmunocitoquimica han demostrado que es almacenada y secretada por granulos de
cerca de 300 nm de didametro, solubles en alcohol. El nUmero de estas células es mayor que el
resto de las células en los islotes, mas del 50% en humanos y en rata el porcentaje es del 67% (18,
20).
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Células 6:

Células que secretan somatostatina (SS). Se distribuyen de igual manera que las células a, en la
periferia del islote, pero, su nimero es muy reducido. En los mamiferos, se presentan dos tipos de
somatostatina (SS) en el pancreas, somatostatina 14 (SS14) y somatostatina 28 (S528) de la cual
14 amino acidos son idénticos a la forma SS14. Esta hormona inhibe la liberacién de insulina,
glucagon y polipéptido pancredtico (PP) de manera paracrina (20, 21).

Células F 6 PP:

Son células que se encuentran al igual que las o y & en la periferia del islote secretan el
polipéptido pancredtico (PP), que consiste de 36 aminoacidos. Su tamafio es similar al de las
células a (20). Diversos estudios han reportado que es un potente inhibidor de la secrecién
exocrina pancreatica y no influye en el metabolismo de carbohidratos (20, 23). Elayat y
colaboradores demostraron que en el pancreas de rata se encuentran dos tipos de islotes: uno
rico en células a y pocas células PP, en la region gastrica y esplénica del pancreas, mientras que
en la region duodénica se encuentran islotes ricos en células PP y pobres en células . (24).

CélulasEd ¢:
Estudios realizados con microarreglos han revelado un nuevo tipo de célula endocrina dentro de
los islotes de Langerhans (25). Estas células se encuentran al igual que las células a, & y PP en la

periferia del islote y secretan grelina, que regula el apetito y la hormona de crecimiento. Se sabe
que este tipo de célula es muy comun en el estémago (26).

Figura 3. Diagrama comparativo entre un islote de rata y humano asi como diferencias
entre las regiones dorsal y ventral del érgano presentado sus proporciones celulares aproximadas. (27).
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Los islotes son irrigados por un extenso laberinto de capilares. Cada islote es irrigado por medio
de una a tres arteriolas, las cuales abruptamente terminan como capilaresy por 1 a 6 vénulas,
dependiendo del tamafio del islote (18). Los capilares en los islotes pancredticos incluyen células
endoteliales que estan fenestradas para permitir la rapida toma de las hormonas; ya que es
conocido que los capilares fenestrados son de 4-7 veces mas permeables que los capilares no
fenestrados. Los productos hormonales secretados por las células de los islotes dentro del fluido
extracelular circundante pueden asi atravesar la membrana basal del endotelio antes de que
entren al torrente sanguineo. La inervacién de los islotes pancredticos es dada por dos tipos de
neuronas: las colinérgicas parasimpaticas y neuronas adrenérgicas simpaticas (20).

2.3 Desarrollo embrionario

En los ultimos afios el conocimiento sobre los mecanismos y los diversos candidatos
moleculares implicados en los procesos embrionarios han aclarado la gran complejidad de la
organogénesis de vertebrados. Uno muy importante, es el esclarecimiento del origen del
pancreas, donde anteriormente se le adjudicaba un origen ectédermico —derivado del sistema
nervioso-.

Actualmente se ha reportado que diversas moléculas neurales (NeuroD1 y Ngn3) se expresan en
células endocrinas, mientras otras, como Isl1 propias de células endocrinas se han reportado en
el desarrollo neural (28).

El pancreas se deriva de la capa germinal endodérmica, al final de la gastrulacion después de la
transicion del endodermo de una capa bidimensional a una tridimensional formandose el tubo
intestinal, que esta evolutivamente conservado entre los vertebrados, en los dias 10.5-12 post-
coito (pc) en rata (29).

El medio en el cual el pancreas se desarrolla es altamente dinamico; inicialmente los primordios
pancreaticos son estructuras relativamente simples conteniendo células progenitoras, pero la
complejidad se incrementa con el tiempo, debido a la aparicion de numerosos tipos celulares
diferenciados, la rotacion del intestino y el proceso de ramificacion morfogenética (30).

2.3.1 Morfogénesis y diferenciacion celular

En el embrion de raton, la primera sefial visible en el desarrollo pancreatico inicia alrededor del
dia 9 embrionario (E9) (31). Dos primordios pancredticos emergen independientemente desde
las regiones dorsal y ventral del endodermo antero-posterior (32,33). Estudios recientes, han
mostrado que la formacion de los rudimentos dorsal y ventral en el pancreas no son idénticos y
son ligeramente asincronicos (34, 35).

Este periodo es conocido como “transicion primaria” refiriéndose al cambio en la forma de los
dominios endodérmicos del intestino a un estado celular pancreatico que es definido por la
expresion de varios factores de transcripcion inducido por sefales mesodérmicas y del endotelio
(34, 36).

El endodermo dorsal es adyacente a la notocorda, antes de la fusién de las dos aortas en el
estado 12-20 somitas (correspondiendo €8.75 -9 en ratdn) y estd cercano a la aorta y al
mesénquima dorsal, mientras que el endodermo pancreatico ventral-lateral es adyacente al
septum/tranversum (primordio del diafragma) y al mesodermo cardiogénico ( 37, 38, 39, 40).

Las células de los primordios tienen una morfologia epitelial similar y son positivas a Pancreatic
Duodenal Homeobox 1 (PDX-1) y Ptfla (Pancreas specific transcription factor 1a) y Hbl9, factores
de transcripcion requeridos para el desarrollo del pancreas (28, 31, 33, 36, 37, 41) ésto es debido
a la inhibicion de Ila expresiéon de Sonic Hedgehog (Shh) en la regién del intestino primitivo
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destinada para el pancreas y duodeno (42) regulada por las estructuras mesodérmicas
adyacentes (notocorda y aorta) durante la organogénesis (30, 34, 43).

Se ha demostrado que la notocorda permite el desarrollo del primordio dorsal por la secrecion de
activina p y el factor de crecimiento del fibroblasto 2 (FGF2) (39, 44, 45, 46), estas moléculas de
sefalizacion reprimen la expresion de moléculas Shh que actian como un inhibidor autocrino en
el desarrollo del pancreas (30, 38) .

El primordio ventral del pancreas se desarrolla en estrecha proximidad con el higado y el
epitelio del ducto biliar (33) y nunca tiene contacto con la notocorda (46).

La contraparte inductiva, la realiza el mesénquima cardiogénico, que se sabe, regula el
desarrollo pancreatico a través de la expresion de FGF’s (Factores de crecimiento del
Fibroblasto) y BMP’s (Proteinas morfogénicas de hueso) que regulan la expresién de Shh (30, 33,
38, 39, 43), evitando la diferenciacién de la regién del endodermo hacia un destino hepatico
(47).

Para este tiempo, el epitelio es de tipo estratificado consistiendo de células con una alta relacién
nucleo/citoplasma (33).

En ratdn y rata, el epitelio pancreatico se extiende considerablemente en los dias posteriores,
durante los cuales, el epitelio estratificado se mantiene, aunque hay un adelgazamiento gradual y
las lobulaciones epiteliales se hacen pronunciadas (34). En el periodo de E12.5 los dos
primordios sufren una morfogénesis ramificante desde un racimo ductal (48, 49).

Esta morfogénesis ramificante parece seguir un patron unico, desde un angulo de ramificaciony
a la proximidad de otra ramificaciones, llevando a excluir la intervencion de mesénquima,
influyendo, sobre las interacciones epitelio-mesénquima y ocasionando una diferenciacién de
linajes celulares (35). Consistiendo los dos protuberancias primordiales de epitelio ductal sin
diferenciar (49), la decision entre el destino endocrino y exécrino sucede durante el periodo
E11-E14 en ratdn (22), parece que ocurre en las puntas en crecimiento de las ramificaciones
epiteliales, una caracteristica primordial en el desarrollo del pancreas (50).

Las células positivas a glucagon aparecen tempranamente en el desarrollo del pancreas E9.5 y
un pequeiio grupo de células que coexpresa insulina (48), los trazos de linajes indican que estas
células no son precursores de células oy 3 maduras por lo que las evidencias sugieren que la
“transicion secundaria” representa la fase principal del desarrollo de islotes (31, 51).

Durante la morfogénesis del pancreas, el epitelio pancreatico inicia su crecimiento de una
manera de tipo ramificante. Las células de las puntas en contacto directo con el mesénquima,
mantienen un estado progenitor del epitelio, mientras que, mas alejadas de éstas —contacto con
el mesenquima- pierden la influenciay se diferencian (52).

Conforme progresa el desarrollo ocurre la rotacién del tubo digestivo y la elongacion del tallo
dorsal alcanza al primordio ventral haciendo contacto uno con otro dentro del dangulo C del
duodeno en desarrollo (22); esta fusion ocurre entre el E12-E13 del ratén y E37-E42 en humanos
dando origen al érgano completo ( 35, 40, 49, 50,). Asi los dos primordios producen la fusion del
ducto ventral con la porcion distal del ducto del primordio dorsal. Este ducto fusionado corre a
toda longitud del pancreas y termina en el ducto de Wirsung (33, 53).

En los siguientes tiempos del desarrollo en la rata ocurren cambios dramdticos en la arquitectura
celular del pancreas, conocido como “segunda transicion” (entre los estados E13.5y 17.5 en
ratén) alrededor de los dias 15-18 de gestacion en rata (54). El epitelio celular pre-diferenciado
permanece y se organiza dentro de estructuras ductales ramificantes y se va diferenciando como
células epiteliales positivas a Pdx1 a células endocrinas productoras de hormonas y a células
acinares (22, 36, 38, 53) Figura 4..

La via de sefializacion Notch es una via bien establecida en el desarrollo endocrino y neuronal,
juega un papel importante sobre la decision inicial en la diferenciacién exdcrina vs. endocrina
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(31, 32, 49), regula principalmente la expresién de Neurogenina 3 (Ngn3) por medio de la
regulacion del aumentador de dispersion | (Hes1) responsable de la supresion de Ngn3 (44, 50).
La formacién celular acinar que ocurre a través de la morfogénesis del epitelio temprano se ha
demostrado que es regulado por la sefializacion Notch (35, 40).

Figura 4. Esquema del desarrollo del pancreas. El desarrollo del rudimento dorsal es representado Unicamente en
E8.5. El sombreado amarillo indica la extensa expresidon de Pdx-1y las grises las agrupaciones endocrinas
tempranas. Modificado de Kim & MacDonald 2002 (38).
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Las isoformas de la familia TGF-f en mamiferos (TGF-f1, B2 y p3) y Fgfl0 (31) en pancreas
embrionario de E12.5 que se localizan entre el epitelio ductal pueden inducir la diferenciacion
celular endocrino- acinar hasta el e19 (22, 37, 50,53) entre estas, la folistatina (55) y varias
moléculas morfogenéticas de hueso (BMP’s) e Isl1 (56, 57) producidas por las células
mesenquimales inducen una fuerte diferenciacion pro-endocrina a partir del epitelio ductal ( 50,
53, 58). El acido retinoico (AR) también es otra molécula que induce la diferenciacién endocrina
y ductal (31, 35).

Conforme el desarrollo progresa (>E17.5) se incrementa la formacién de nuevas células
endocrinas a partir de agrupaciones que estan entre los ductos y vasos sanguineos. Estos grupos
endocrinos migran formando agrupaciones celulares que envuelven multiples procesos a partir
del epitelio ductal, por lo que el desarrollo de los islotes se realiza por agregacion celular (57, 59)
proceso que también es conocido como isletogénesis (34, 37). Figura 5. El drgano crece y
continua su diferenciacidon formando agrupaciones acinares, intercaladas con células endocrinas
que se organizan y dividen en pequefias capas del epitelio formando agrupaciones aisladas (37,
40, 49, 50). La migracion de las células precursoras de islotes esta parcialmente controlada por
metaloproteinasas de matriz extracelular (MPME) (37, 58), una gran familia de enzimas que
degradan proteinas de matriz extracelular incluyendo coldgenas, gelatinas, fibronectinas y
[dmininas (60) agrupando a células B, células a, células d, células PPy células € (34, 35, 37, 40).

Figura 5. Esquema representando la migracidn de células endocrinas y la formacidn de islotes pancreaticos (37).

Se ha reportado que la [dminina 1 juega un papel importante en el desarrollo del pancreas,
interactla con integrinas epiteliales regulando la formacién de células ductales (58). Jiang y
colaboradores (60), demuestran que la ldaminina 1 puede inducir el desarrollo de células {3, sobre
este mecanismo, Lammert y colaboradores (61), reportan que pueden estar involucradas sefiales
inductoras secretadas por células endoteliales y posiblemente tienen un algun papel de
diferenciacidon pro-célula f hacia el final de la gestacidn. Otros mecanismos recientemente
estudiados son las interacciones célula-célula que han demostrado ser requeridas para establecer
la arquitectura de los islotes (29). Las cadherinas, son moléculas de unién a membrana
dependientes de calcio que regulan la adhesién célula-célula y el agrupamiento de diferentes
poblaciones celulares y parecen jugar un importante papel en la migracion y diferenciacion de
células progenitoras endocrinas (58).
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Las células endocrinas expresan un numero de CAM’s incluyendo a los miembros de
inmunoglobulinas de la superfamilia N-CAM e |-CAM, miembros de la superfamilia E-, N-, y R-
cadherina como también a Ep-CAM (62). N-CAM se expresa en células oy PP, en el epitelioy
mesénquima del pancreas en desarrollo y la N-cadherina esta restringida a células endocrinas
hacia el E11.5 en ratén (35, 37, 56). La actividad de las MPME es regulada por la sefializacion de
TGF-B. En el trabajo de Miralles (63) se demostré que las isoformas TGF-f3 son importantes
reguladores de metaloproteasas de matriz extracelular que controlan la habilidad de las células
progenitoras endocrinas a migrar y congregarse dentro de islotes en el ultimo periodo de
gestacion (35). Después de la transicién secundaria, pocas células progenitoras permanecen y la
expansion ocurre por crecimiento diferenciado. Las células exdcrinas proliferan después de su
diferenciacién y las células endocrinas muestran una fuerte actividad mitdtica antes del
nacimiento (34).

2.3.2 Maduracion y crecimiento postnatal.

Al final de la gestacidn en roedores, es evidente un incremento en la proliferacion celular
endocrina en el pancreas. El tamafio de islotes y su numero se incrementan hasta dias después
del nacimiento. Por lo que el crecimiento de cada poblacién celular endocrina sigue aumentando
en la vida postnatal (64, 65). Los mecanismos que se han sugerido que incrementan el nimero
celular son la diferenciacion celular a partir de células precursoras ductales y por replicacién
de células diferenciadas (66). La neogénesis de islotes continua a través de la vida neonatal pero
cesa drasticamente después del destete en la rata (48) presentandose un remodelamiento del
pancreas endocrino por 2-3 semanas de edad (62).

En el estudio de Hue-Lee (64) sobre el remodelamiento de tejido pancredtico en tiempo
postnatal observaron una reduccion en el tejido acinar apartir del dia 4 los tejidos endocrinoy
exocrino permanecen morfoldgicamente estables, mientras que su poblacidén va incrementando
en tamafios conforme progresa el crecimiento de las crias.

La proliferacién de células 3 alcanza una tasa alta de replicacion (aproximadamente 10% por dia
en raton) hacia el final del desarrollo e inicia a descender postnatalmente. En estados
postnatales el desarrollo del pancreas es seguido por un fuerte mecanismo de neogénesis. Esta
proliferacién es muy baja en células adultas, estudios en roedores han demostrado que existe
poca capacidad proliferativa en estas células (48), se han publicado tasas de replicacién para las
células f en ratones adultos -12 semanas de edad- siendo variables desde 2% a 15% por dia (66).
La edad del animal, parece que juega un papel central en la capacidad proliferativa de las células
B, pues los animales viejos presentan una importante disminucién de la expansion celular,
aproximadamente, 1-4% de las células  replican por dia en ratas de entre 30 y 100 dias de edad
(40) llegando a disminuir hasta 0.1 % en ratones adultos de un afio de edad (66).

La apotosis parece jugar un papel importante en el remodelamiento de la masa endocrina en los
tiempos postnatales, en roedores se presenta una onda transitoria apoptdtica importante en
islotes neonatales a las 2 semanas de nacimiento y el reemplazamiento de células 3 con
nuevos islotes a partir de mecanismos de neogénesis ductal (48, 62).

El mecanismo de apoptosis en células 3 ocurre en tasas bajas durante la embriogénesis, pero es
evidente en el periodo del destete lo que pudiera estar asociado con un remodelamiento del
islote o cambios en la maduracién celular (3 (40).

Durante la vida adulta, las células 3 son una poblacion de renovacion lenta, con bajos niveles de
proliferacion y apoptosis. Sin embargo, la masa de células 3 continuamente se expande sobre la
vida del organismo, probablemente debido a un incremento en el peso corporal relacionado con
la edad y resistencia a la insulina (40).
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Varios estudios han revelado que el mecanismo primario por el cual nuevas células 8 se
forman en la vida adulta es a través de la proliferacién mds que por neogénesis (40).

La masa celular 3 continua en crecimiento con la edad, aunque el analisis a gran detalle indica
que hay hipertrofia con el envejecimiento de células § pues la actividad mitotica que ha sido
estudiada in vivo e in vitro, va disminuyendo marcadamente con la edad (62). Se han reportado
diversos trabajos en donde se manipula a los islotes y células  para conocer la capacidad de
regeneracion, la administracion de diversos quimicos como aloxana y STZ, intervenciones
quirargicas parciales y transplantes de insulinomas han confirmado la capacidad regenerativa
de esta poblacién celular endocrina auque sus tasas de proliferacidon y regeneracién son muy
bajas, el proceso existe durante toda la vida adulta del organismo (62). Los estimulos para
compensar este crecimiento estan directamente relacionados con la demanda de insulina que
puede estar integrado por la informacidn genética, la masa corporal, la adipocidad, la actividad
fisica y la sensibilidad a la insulina de los tejidos (62).

2.4 Factores de Transcripcidn y diferenciacién celular §.

Estudios sobre expresidn genética en el pancreas han identificado un gran numero de factores de
transcripciéon necesarios para la produccion y definicién de células pancreaticas durante el
desarrollo. Cuadro 1.

Los factores de transcripciéon controlan la habilidad de las células madre para mantener su
estado indiferenciado. La inactivacion de un factor de transcripcion en un animal puede
modificar la funcién de una célula del organismo completo, ejerciendo profundos cambios en la
expresion de genes que no estan directamente ligados con el propio regulador. Durante el inicio
del desarrollo del pancreas las células progenitoras expresan Pdx1 en ambos epitelios ventral y
dorsal (67). La induccidn inicial es disparada por el factor de transcripcién Hnf6. Otros factores
como HIb9 e Isl1 se expresan en el primordio dorsal y Hex1 en el primordio ventral que son
necesarios para la expresion de Pdx1 (45, 68).

Factor nuclear del hepatocito (Hnf6)

El factor de transcripcion del homeodominio HNF6/Onecutl (Hnf6) se expresa desde €8.0, antes
de la expresion de Pdx1 en la regién del intestino medio-proximal, que dara lugar al diverticulo
pancreatico (68). Hnf6 parece ser uno de los componentes importantes que sirve como puente
entre genes del programa endodérmico y genes pancredtico-especificos (50). Estudios en
embriones que carecen de Hnf6 presentan una reduccion en la expresion de Pdx1 en el E10 y se
retrasa el desarrollo de los primordios dorsal y ventral, resultando en la hipoplasia pancreatica
(33, 45). Estudios in vitro de cotransfeccion indican que Hnf6 se une vy transactiva al extremo 5’
en Pdx1 (33). Hnf6 activa al gen Foxa2 y para la especificidad del pancreas inicia la activacién de
Pdx1 (31, 34). Esta presente en progenitores positivos a Pdx1 y después restringido a células
ductales y acinares en E18, posteriormente regula rio abajo a HIb9 y Hnf3f que inician la
activacion de la cascada de diferenciacion celular pro-endocrina( 33, 35, 67) implicado
particularmente en el desarrollo de células o (45).

Factor de transcripcion pancredtico 1a (Ptfla)

Ptfl es un factor de transcripcidn hetero-oligdmerico compuesto de 3 diferentes subunidades:
p75, para la translocacion nuclear, y dos subunidades de union a DNA bHLH heterodiméricas,
p64 y p48 (50). EIl RNAm Ptfla es detectado desde el E9.5 (la proteina E10) en los primordios (68)

la cual, controla la expresion del pancreas exdcrino incluyendo elastasa 1 (E1a1)(50).
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Ptfla (p48) es detectado en el epitelio progenitor pancreatico que da lugar a linajes exdcrinos,
ductales y endocrinos (38) y después queda restringido a células acinares a partir de E14- E16
(31, 44) ya que regula la expresidn genética de enzimas acinares ( 35, 68). En ausencia de Ptfla,
estos progenitores adoptan un destino intestinal (50). La expresion de Ptfla es inducida en el
pancreas dorsal por Pdx1, la inactivacion de Ptfla afecta selectivamente la diferenciacion del
tejido exdcrino e indirectamente al pancreas endocrino (68). Su expresién es iniciada por la
induccion selectiva de sefiales celulares endoteliales. La sefializacidon de FGF10 es necesaria para
sostener la expresion de Ptfla en el primordio dorsal (.50) Después una represion dependiente
de Notch de la diferenciacién de células acinares asegura un crecimiento continuo del epitelio
pancreatico, y se ha sugerido que es regulada via interacciones entre Ptfla y Hes1. (69).

Neurogenina 3 (Ngn3)

El factor de transcripcion bHLH Neurogenina 3 es requerido para la diferenciacién endocrina
(52), como se ha demostrado por la completa carencia de células endocrinas en ratones
deficientes de Ngn3 (33, 69, 70). También es requerido para la completa diferenciacién endocrina
en intestino y en el desarrollo endocrino gastrico (34). Inicia su expresion entre los estados E8.5 y
E8.75 en pocas células el primordio dorsal (50, 70) hasta el E13.5 (36), y ocurre una gran
actividad de transcripcidon génica en el inicio del periodo denominado “transicién secundaria”
para el E15.5 (37, 49, 50, 52, 70), durante este periodo la expresién de Ngn3 requerida para la
diferenciaciéon endocrina permite categorizar a este gen, como un gen “pro-endocrino” (31, 33,
34, 38) su inactivacion produce diabetes y no es expresada en el tejido acinar pancreatico (34,
70). Las células que expresan Ngn3 durante el desarrollo del pancreas se encuentran entre el
epitelio pre-ductal, se diferencian abandonando el epitelio y agrupandose cerca de éste (31, 45)
inmediatamente se forman los precursores endocrinos que daran lugar a células a, f3, d, € y PP
(28,37,49,69).

La expresion de Ngn3 esta restringida a la vida embrionaria y desaparece cerca del momento de
nacimiento(50, 70) después, poca o nula expresién esta presente en el adulto (50, 68) .

Su primer blanco es BETA/NeuroD1 y regula la expresién de genes de las familias Pax y Nkx e
Isl1, factores de transcripcién implicados en la diferenciacién celular endocrina (28, 33, 42, 45, 50,
68, 70), por lo que, todas las células endocrinas derivan de células positivas a neurogenina 3
(35, 52). Estudios in vitro, han demostrado que la Ngn3 se une vy transactiva la region del
extremo 5" de BETA2/NeuroD1 a elementos cis del promotor de Pax4, y regula la expresion de
Pax6 (70).

La expresion de Ngn3 es reprimida por la activacion de Hesl involucrado en la sefializacién
Notch (33, 34) y puede ser también regulada por Hnf6 expresado en el epitelio ductal y células
acinares (28, 68) o sufrir una autoregulacién (50).

Otro blanco importante de Ngn3 incluye a IAl (asociador a insulina 1) una proteina de dedos
de zinc que se activa por Ngn3 6 NeuroD1, IA1 parece ser importante en la activacién de
procesos de diferenciacidon endocrina. Otros blancos incluyen a Irx1, Irx2 que son expresados en
el endodermo pancredtico temprano y en células a (35). Otras lineas de investigacion han
sugerido que la determinacion endocrina y por tanto la activacién de Ngn3 puede estar regulada
por el sistema de sefializacion BMP/TGFf /activina (34).

ISL1

Fue inicialmente identificado como factor de unién al promotor del gen de insulina, pertenece a
la familia de proteinas del dominio LIM (34). Durante el desarrollo del pancreas, éste es
sintetizado desde el ES.0 en el epitelio dorsal y en el mesenquima intestinal (68) conforme
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progresa el desarrollo, la expresion de Isl1 se presenta en células endocrinas y mesenquimales
del primordio dorsal (45, 49, 56). Isl1 es requerido para el mantenimiento de la diferenciacidon
exocrina y endocrina del pancreas (67, 68), su ausencia causa defectos en la generacion de
todos los subtipos celulares endocrinos (28, 34).

BETA2/NeuroD1

NeuroD1 también conocido como BETA2 (beta cell E-Box transactivator-2) pertenece a la familia
de Factores de transcripcion bHLH es sintetizado en varios tipos celulares neuronales, donde
juega un importante papel en los mecanismos de diferenciacién celular (34, 50).

En el pancreas, NeuroD1 se expresa en todas las células endocrinas (44, 67), es un blanco
inmediato de Ngn3 por la union y activacién de la secuencia caja E del heterodimero Ngn3-E47
(35, 50). NeuroD1 se autoregula, lo que sugiere un papel estabilizador y de proliferacion del
fenotipo endocrino, por lo que no es necesario para la diferenciacion endocrina (34). Es
sintetizado desde el E9.5 en células aisladas de epitelio pancredtico y para el E14.5 es co-
expresado en células Ngn3® (49, 68), se ha sugerido que Ngn3 y NeuroD1 activan
consecutivamente a Nkx2.2 a través de su promotor en estados celulares progenitores y
endocrinos (33, 34). Después del nacimiento se sintetiza Unicamente en células p y esta
involucrado en la formacidn y maduracién de la masa celular  (68).

Proteinas Pax (Pax4 y Pax6)

Los genes Pax codifican reguladores clave que estdn involucrados en el desarrollo embrionario de
muchos érganos incluyendo los ojos, rifidon, glandula tiroides, sistema inmune y pancreas y juegan
un papel critico en el mantenimiento de las células tronco (71, 72). Varios miembros de la
familia Pax contienen un motivo adicional de unién a DNA, un homoeodominio tri- helicoidal
(PAX 3,4, 6y 7) oun homeodominio parcial uno-helicoidal (PAX2, 5y 8) (72). Pax6 contiene un
dominio pareado y un homeodominio, es un factor de transcripcidn importante en el desarrollo
del pancreas, cerebro, el tubo neural y los ojos (34, 69). En pancreas, Pax6 estd involucrado en la
diferenciacién temprana de todas las células endocrinas (49, 68, 73) y también a células
ductales (35) su expresion es iniciada en el E9.0 y es activada por NeuroD1 en cooperacién con
E47 (35, 72). La ausencia de Pax6 impide la aparicién de todas las células endocrinas aunque
principalmente de células o (48, 71, 73), su sintesis se limita en los islotes después del
nacimiento (33, 68), donde su funcidn es activar la transcripcion de varios genes de las hormonas
pancreaticas (glucagon, insulina, somatostatina) (45, 74), se han hallado sitios de unién a Pax6
en la region promotora G3 del sitio A en el gen de pro-glucagon y en sitios similares en los de
insulinay somatostatina (35, 49, 67, 69).

Al igual que Pax6, el transcripto de Pax4 puede ser detectado en el pancreas del ratén en el
estado inicial E9.5 por hibridacion in situ de RNAm (67, 72, 75). El gen Pax4 en murinos esta
localizado en el cromosoma 6, mientras que Pax6 en el cromosoma 2 (71).

En el E11.5, Pax4 es sintetizado en células aisladas dentro del epitelio pancredtico, y el maximo
nivel de células positivas a Pax4 se presenta durante la transicién secundaria (E13-15 ratén)
donde éste puede ser co-expresado con un gran numero de marcadores endocrinos incluyendo
Isl1 y Ngn3 (33, 50, 69, 71, 74). Pax4 representa un marcador progenitor endocrino tardio en
pancreas (76) su activacion es regulada por Ngn3 y HNFla (31, 34, 42). Se ha reportado que
tiene un efecto represor sobre la activacién de Pax6 y la expresidon del gen homeobox Arx,
glucagon, polipéptido amiloide (IAPP) e insulina (35, 77 ).

En estudios in vitro se ha demostrado que la Ngn3 es capaz de activar al promotor de Pax4 (74).

El fenotipo de ratones deficientes de Pax4 ha mostrado que Arx y Pax4 pueden co-reprimirse uno
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a otro sus promotores, el analisis del pancreas endocrino en ratones dobles homécigos Arx/Pax4
muestran que la pérdida simultanea de ambos genes resulta en una pérdida temprana de células
ay P (33,69, 78) y si unicamente se reprime Pax4 se estimula la diferenciacion de células € y un
fenotipo expresador de glucagon /IAPP y con bajos niveles de Pdx.1 no solamente en pancreas
sino también en el duédeno (77).

La expresion de Pax4 disminuye hacia el final de la gestaciéon y no es detectado en pdncreas de
ratones adultos (50, 71, 76) sélo en ratas neonatales (74). Sin embargo, es controversial ya que
otros reportes han demostrado que Pax4 es expresado en el pancreas de rata adulta y en islotes
humanos usando PCR- tiempo real (PCR-RT) (45, 69, 74,). Mutaciones en los genes PAX causan
anormalidades significativas durante el desarrollo en un espectro amplio de organismos desde la
mosca hasta el humano (72). Los animales carentes de Pax4 no generan células 3 y células d en
el pancreas mientras que ratones deficientes de Pax6 son incapaces de formar células o (48, 49,
74, 75, 78) y si estan ausentes los dos hay un fallo en el desarrollo de todas las células
endocrinas (71). La actividad de Pax4 también incrementa los niveles de la proteina Pdx-1 aunque
no se conoce el mecanismo por el que ocurre y la expresidon de HIxb9 también es activada y
aparece la sintesis de la insulina (79).

Brink et al. (80), mostraron que un fragmento que contiene aproximadamente 2kb de la regidn
rio arriba de Pax4 es necesario y suficiente para ocasionar una expresion especifica. El analisis de
esta region de Pax4 humano y de ratén ha revelado sitios de unidén para los factores de
transcripcion HNF4o, HNFlo, PDX-1 y Neuro D1; mutaciones en estos genes, dan por resultado
una forma hereditaria de diabetes (74). También se ha demostrado que mitégenos como la
activina o betacelulina inducen la expresion de Pax4 con un incremento asociado con la
replicacion de células (. La sobreexpresion de Pax4 en ratas como también en islotes de
humanos induce la proliferacién de células 3 y confiere proteccion contra la apoptosis inducida
por citocinas (79). Estos efectos benéficos fueron producidos por un incremento en los niveles
de mRNA en islotes de rata de Bcl-xL (un gene antiapoptético), c-myc(un proto-oncogen) e 1d2
(un gen blanco de c-myc) (81).

En el trabajo de Collombat et al. (82), reportan que una sobre expresién del gen de Pax4 en
pancreas de raton formo islotes descomunales compuestos de células 3, de manera similar la
expresion ectopica de este gen indujo un fenotipo de células § en progenitores pancreaticos o
disminuyendo asi los niveles de glucagon, ésto fue producido por la reactivacion del gen de
Ngn3. El resultado de células B maduras funcionales en este experimento también fue
demostrado por la capacidad de repoblar islotes pancreaticos de ratones diabéticos vy
normalizar los niveles de glucosa sanguineos.

Arx (Aristaless -related Homeobox gene)

Es un gen Homeobox tipo-prd ligado a X, estrechamente relacionado con el gen aristaless de
Drosophila, esta implicado en el desarrollo de la parte frontal cerebral, testiculos, pancreas y el
sistema olfativo de ratén (83) y el desarrollo de mioblastos del musculo esquelético (84).

Es un factor de transcripcidon relacionado con el desarrollo del pancreas y el sistema nervioso,
iniciando su expresion desde el E9.5 en ratdn. Durante la organogénesis del pancreas las células
que lo expresan se localizan en el epitelio proliferativo (78).

Arx es un blanco rio abajo de Ngn3 (78), una sobre-expresion de Arx en células progenitoras
positivas a Pdx1 son capaces de divergir de linajes By 0, a linajes a y PP (35). La deficiencia en
Arx produce una completa ausencia de células a en el E15.5, como también en neonatos que
mueren a las 12 horas de nacidos como resultado de una hipoglucemia (69, 78) presentando
ademds un cerebro pequeiio, bulbos olfatorios reducidosy testiculos alterados (78).
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Pax4 y Arx tienen efectos opuestos, el primero estimula la diferenciacién celular 3 y 8, mientras
que Arx estimula la diferenciacidn celular a. La expresion de Pax4 es estimulada directamente
por Ngn3 y Hnflo y es reprimida por Arx (78). Pax4 y Arx se inhiben directamente, la doble
inactivacion de Pax4 y Arx resulta en un desarrollo normal de células endocrinas, que producen
somatostatina y cuando las crias inician la lactancia, estas células coexpresan PP (85).

Factores Nk

Factores de transcripcion de la familia del homeodominio del tipo NKy puede funcionar como
activador y represor transcripcional (50). Se expresan en el inicio de la organogénesis
pancreatica, en la expresion dorsal de Pdx1 en el E8.75. y la expresion ventral aparece en el E9.0
(49, 67). Muchas de las células epiteliales pancreaticas son positivas a Nkx2.2 hasta el E11.5,
justo aqui, se observa a Nkx6.1 y Ptfla, pero las células positivas varian en intensidad y
coexpresan Pdx-1 (34, 35, 69). Se han reportado sitios de unién para Foxa2 y NeuroD, con Pdx1
la inmunoreactividad se incrementa en la diferenciacidn de células 3 (33, 34) Es posible que Pdx1
y Foxa2 activen a Nkx2.2 en las células precursoras pancredticas y después durante la
diferenciacion de células 3, se ha demostrado la unién al promotor de Pax4 (34) siendo un
activador para la maduracién y funcién postnatal de células §§ (50, 67) ya que la disminuciédn en
los niveles de Nkx2.2 también se acompafia de una disminucién en la expresidon de MafA, Glut2 e
insulina (35, 50). Deficiencias en la expresidon de Nkx2.2 repercuten en la pérdida de células 3,
una reduccion en células o y PP (28), mientras que el nimero de células positivas a grelina se
incrementa (86), sugiriendo un reemplazo por células € en ausencia de Nkx2.2 (33, 69, 86).
También se ha demostrado que ratones deficientes de Nkx2.2 pierden la expresidon de Nkx6-1 en
las células endocrinas demostrando que Nkx6.1 actia corriente abajo de Nkx2.2 en la
diferenciacidon de células B (35, 45, 69) produciendo una diabetes severa (49). El Factor de
transcripcion Nkx6.1 se ha detectado inicialmente en el epitelio pancreadtico en E10.5. se
presenta en precursores endocrinos positivos a Ngn3 y es restringido a la célula f,
manteniéndose hasta la vida postnatal (45, 50, 68). Nkx6.1 es especifico para las células B y es
otro blanco potencial para Pdx1 (34, 49, 67). Es sintetizado en las evaginaciones de los
primordios dorsal y ventral (69) y es indispensable junto con Nkx2.2, para el crecimiento
pancredtico embrionario, para la estabilizacion del fenotipo de células 3 restringiendo la
diferenciacién de células productoras de glucagon (35, 50, 68) y también estd involucrado en la
induccién de la programacion neural (34). En pancreas, Nkx6.2 es expresado con Nkx6.1 en el
epitelio pancreatico desde el E10.5. Para el E15.5 este es expresado en células a y células
acinares regula la expresion de amilasa y esta ausente en células positivas a Ngn3 y alrededor del
nacimiento su expresién desaparece (35, 68).

Maf’s

MafA es un miembro de la subfamilia Maf de los factores de zipper de leucina (50). La expresién
de MafA ocurre en E13.5 en las primeras células productoras de insulina y permanece hasta la
vida adulta (87). Es restringido a las células 3 y puede estar involucrado en la especificacién de
este fenotipo celular por la activacion de la transcripcidn de la insulina (34, 35,49, 87)

y la regulacion de Pdx1 debido a la union del area Il del promotor de esta proteina segun estudios
in vitro e in vivo de una linea de células 3 (33, 50), también interactia directamente con BETA2
y Hnf3(3/FoxA2 (50, 68) y regula corriente abajo a Nkx6.1 (87). MafA esta involucrado en el
mantenimiento de la identidad de células 3 y es requerido para su mantenimiento en tiempo
postnatales (31, 52, 68). Otro factor importante de esta familia es MafB. Este es expresado en
los estados iniciales de la diferenciacion endocrina en células positivas a Ngn3 y en algunas
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positivas a glucagon e insulina (34) y se ha encontrado desactivado en células
insulina durante el desarrollo y en células maduras quizas juega un papel regulador

maduracion de células ay f (35, 50, 52).

positivas a
de la

Cuadro 1. Factores de Transcripcion involucrados en el desarrollo del pancreas.Modificado de Seymour 2011 (88).

Factor Tipo | Deteccion Expresién/ Papel Fenotipos mutantes
Hnf6 aka HD 9.0 Expresado en células progenitoras | Hnf6" Primordios hipoplasticos, baja
ocC1 pancredticas, Es restringido a células | expresion de Ngn3 por tanto precursores
acinares y ddctiles y requerido para la | endocrinos escasos
diferenciacién endocrina

Hb9 HD <8.0 Endodermo posterior y medio tanto en | HIxb9" Agenesis dorsal pancreatica nimero
primordio dorsal 'y ventral, después | reducido de células § incremento de células
restringido a células 3 d.

Isl1 HD 8.5 Expresado en mesenquima dorsal y en | Isll” Ausencia de mesenquima dorsal y
células endocrinas, requerido para el | una diferenciacion alterada de p exdcrino
desarrollo epitelial y endocrino, requerido | una completa falla de diferenciacion
para el mantenimiento y maduracion de la | endocrina a partir de células epiteliales.
segunda onda de diferenciacion endocrina

Pdx.1 HD 8.5-8.75 Expresado en progenitores pancreédticos | Pdx1” Agenesis ventral y un arresto en el
multipotentes, requerido para el desarrollo | desarrollo del pancreas dorsal , intolerancia
del linaje celular By parale mantenimiento | a la glucosa , incremento al mecanismo
y crecimiento de primordios pancreaticos. apoptotico de células f.

Ptfla bHLH 8.5-8.75 Expresado en células progenitoras | Ptfla”: Agenesis ventral promueve
multipotentes, promueve el destino celular | diferenciacion intestinal arresta el desarrollo
ventral y mantiene el desarrollo acinar ventral y presenta una disminuciéon en el

desarrolllo acinar y endocrino.

Hes1 bHLH Mantiene los progenitores celulares | Hesl": Hipoplasia de primordios disgénesis
pancredticos reprime a Ngn3'y p57 acinar

Sox9 HMG 9.0 Expresado en progenitores celulares | Sox9" :Hipoplasia de primordios, hipoplasia

box requerido para el crecimiento de primordios | de islotes y reduccién de células
y generacién de progenitores Ngn3+ progenitoras endocrinas Ngn3+

Nkx6.1 HD 9.0 Expresado en células  pancreaticas | Nkx6.1":Reducciéon de hasta un 85% de
multipotentes, células progenitoras | células B y ademas de células a
endocrinas Ngn3+

Nkx6.2 HD <10.5 Expresado en progenitores multipotentes | Nkx6.2": No se presenta un fenotipo
pancredticos para el el5.5 Unicamente se | pancreatico
presenta n células a vy acinares
funcionalmente equivalente a Nkx6.1

Ngn3 bHLH <9.5 Marcador celular progenitor endocrino que | Ngn3”: Ausencia de todas la células
después es expresado en células de islotes, | endocrinas pancredticas y células
requerido para la formacion de todas las | enteroendocrinas intestinales,
células endocrinas y mantiene la funcién | dismorfogénesis acinar, hiperglucemia por
endocrina una maduracién celular b alterada.

NeuroD1 bHLH <9.5 Expresado en la diferenciacion y maduraciéon | NeuroD1™: Hipoplasia y  disgénesis,

aka Beta2 de células endocrinas requerido para la | diferenciacién endocrina alterada,
formacién de islotes y del fenotipo celular § | hiperglucemia y RNAm de insulina
a respuesta a glucosa reducido.

Nkx2.2 HD <9.5 Expresado en progenitores celulares | Nkx2.27":Pérdida de células 3 y reduccion de
pancredticos asi como en las células o, By | células oy PP, aumento de células «.
PP, requerido para el desarrollo celular o y 3

Pax4 HD <9.5 Expresado en progenitores que son | Pax4”: pérdida de células By 9, expansion
restringidos a células Py 9, dependiente de | de célulasaye.
la expresion de  Ngn3. Promueve la
distribucion del destino celular .

Arx HD <9.5 Expresado en células o y PP dependiente | Arx"; pérdida de células a, aumento en el
dela expresion de Ngn3, promueve la | nimerode diferenciacién celular fyd.
diferenciacion de células ay PP y reprime
la diferenciacion de la células By d.

MafA Zipper <13.5 Activador especifico de la transcripcion del | MafA™: No hay desarrollo de un fenotipo

de gen de insulina, expresado exclusivamente | pancredtico, desarrollo de intolerancia a
leucina en las células de insulina desde el estado | glucosa postnatalmente
13.5 en adelante.
MafB Zipper <10.5 Expresado en células o y p para el el25 y MafB”: Numero reducido de células oty 3 a través
de restringido en células o en estados postnatales. | del desarrollo del pancreas mientras que el numero
leucina Regula la transcripcion de factores clave | total no se ve afectado y la neogénesis de células
requeridos para la maduraciéon de células oy f . “insulina esa atrasado.
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Otros factores de transcripcion (Sox9, Myt1, factores GATA, HB9, Sox4, Hex, Prox1 y Brain4) .

Sox9 funciona como un regulador clave de progenitores positivos a Ngn3 (50), con la
sefializacion Notch, Sox9 parece mantener las poblaciones progenitoras de células epiteliales. Es
expresado en células epiteliales en un patrén similar como vHNF1/HNF1f y HNF6 y que tienen
interacciones directas con Sox9. También se ha hallado que se co-localiza con Hesl quiza
regulando la transicion de progenitores endocrinos desde un estado negativo a Ngn3/ positivo a
Hes1 hacia un estado negativo a Hes1/positivo a Ngn3 que por consiguiente es cuando Hesl se
apaga (35, 36, 52). Mytl codifica para dos factores de transcripcion dedos de zinc (Mytla y
Mytlb) que interactuan potencialmente con Ngn3 (50).
Son expresados en el desarrollo del pancreas en un patrén similar a Ngn3. Mytl parece ser un
potente regulador de la diferenciacién celular endocrina (31, 36).
La proteina del homeodominio HIxb9 (Hb9), es expresada en el dominio del intestino posterior,
precedida de la expresion de Pdx1 (31, 37, 52).
Conforme progresa el desarrollo es expresado en progenitores endocrinos y en islotes (31). Hb9
es importante para el desarrollo pancreatico dorsal (28, 31, 35) y para la formacién de todas las
células P (42). Sox4 es expresado en los inicios de los primordios pancreaticos y después se
enfoca hacia los islotes. Embriones mutantes mueren en el E14.5, sus explantes pancreaticos
cultivados tienen una diferenciacién celular endocrina reducida con una carente formacion de
islotes. Isl1 es una proteina del homeodominio lim y es expresada inicialmente en el epitelio
pancreatico, es necesario para la sobrevivencia del mesénquima dorsal (31), igual que Pbx-1 es
necesario para el desarrollo de todas las células endocrinas, mientras que Isl1 en el mesénquima
parece ser necesario para la produccion de un factor inductivo exdécrino-acinar (35).
Se ha demostrado que GATA4 y GATAG factores de transcripcidon dedos de zinc son expresados
durante el desarrollo del pancreas. GATA6 se ha demostrado que es importante para la
especificacion del pancreas. En modelos de ratones sin los dos genes se ha encontrado que se
presenta una interrupcion o ausencia del pancreas y Hex, una proteina del homeodominio
relacionada a Hox es expresado en la regidn posterior del intestino pre- pancreatico y en el
epitelio pancreatico entre el E13-E16 (35, 52).
Conforme progresa el desarrollo es expresado en progenitores endocrinos y en islotes (31). Hb9
es importante para el desarrollo pancreatico dorsal (28, 31, 35) y para la formacién de todas las
células B (42). Sox4 es expresado en los inicios de los primordios pancreaticos y después se
enfoca hacia los islotes. Embriones mutantes mueren en el E14.5, sus explantes pancreaticos
cultivados tienen una diferenciacién celular endocrina reducida con una carente formacion de
islotes. Isl1 es una proteina del homeodominio lim y es expresada inicialmente en el epitelio
pancreatico, es necesario para la sobrevivencia del mesénquima dorsal (31), igual que Pbx-1 es
necesario para el desarrollo de todas las células endocrinas, mientras que Isl1 en el mesénquima
parece ser necesario para la produccion de un factor inductivo exdécrino-acinar (35).
Se ha demostrado que GATA4 y GATAG factores de transcripcion dedos de zinc son expresados
durante el desarrollo del pancreas. GATA6 se ha demostrado que es importante para la
especificacion del pancreas. En modelos de ratones sin los dos genes se ha encontrado que se
presenta una interrupcion o ausencia del pancreas y Hex, una proteina del homeodominio
relacionada a Hox es expresado en la regidn posterior del intestino pre- pancreatico y en el
epitelio pancreatico entre el E13-E16 (35, 52). Prox1 una proteina del homeodominio que sefiala
progenitores celulares pancreaticos y hepaticos, conforme progresa el desarrollo, su expresidn va
siendo enfocada a células positivas a Ngn3 y células endocrinas y ductales para el E15. Prox1
parece que juega un importante papel en el desarrollo pancredtico pues ratones mutantes nulos
a éste mueren en el E15 con un pequeiio pancreas y con la pérdida de células endocrinas en la
transiciéon secundaria, debido a la salida prematura del ciclo celular (52).
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2.4.1 PDX-1 (Pancreatic-Duodenal Homeobox-1)

PDX-1 también conocido como el factor promotor de insulina 1 (Ipf-1) homeobox 1 islote-
duodeno (Idx-1), factor transactivador de somatostatina 1 (Stf-1), factor rio arriba de insulina 1 o
factor sensible a glucosa (89). Pertenece a la familia de proteinas del homeodominio Hox que
son un gran grupo de factores de transcripcidon que poseen la distincion de 60 aminoacidos del
homeodominio que esta altamente conservado desde las levaduras hasta el humano. Por su
habilidad para regular la expresidon génica, estas proteinas aparentemente actian como
reguladores de la actividad de varios genes durante el desarrollo. Estudios estructurales han
revelado que el homeodominio consiste de un brazo N-terminal y tres a hélices, una estructura
que les confiere a las proteinas la propiedad clave de unién secuencia-especifica a DNA (90).

El gen humano de Pdx-1 consiste de 2 exones y una regidn espaciadora de cerca de 5kb en
humanos en el cromosoma 13. Su homodlogo en el ratdn, llamado Ipf-1 ha sido mapeado en el
extremo distal del cromosoma 5 del ratdon. El gen de Pdx-1 en la rata ha sido localizado en el
cromosoma 12 y es una proteina nuclear que consiste de 284 aminodcidos (90).

Pdx-1 es el primero en identificarse en la especificacién del pancreas y es expresado en todas las
células epiteliales en el desarrollo del pancreas (69). Se expresa en el E8.5 en regiones del
endodermo ventral y dorsal (34, 35, 36, 52), como también en ducto biliar, estémago distal,
glandulas de Brunner y epitelio del duédeno (28, 42, 68).

En el E13.5, unas pocas células con altos niveles de expresidon se observan en el epitelio central y
son mas prominentes en el E14.5, éstas constituyen las células formadoras de células 3. (37, 49,
69). Para E16.5 la expresion de Pdx-1 disminuye en linajes exdcrinos y ductales (34, 49) y en
E19 éste es restringido a las células 3, cerca del 20% de células 0 y en algunas células PP (50, 68,
91) Figuara 6.

En ratones y humanos deficientes de Pdx-1 se presenta un crecimiento alterado del primordio
pancredtico en etapas tempranas del desarrollo, ocasionando una agénesis completa en el
nacimiento (35, 47, 52). Mutaciones heterdcigas de Pdx-1 ocasiona el desorden metabdlico
denominado MODY4 (49, 69).

Pdx-1 es necesario para el mantenimiento y proliferacion de células § postnatales, altos niveles
de expresién de Pdx-1 estan restringidos en estas células (33, 50, 68, 91). La accidon de Pdx-1
involucra un papel como factor de diferenciacion/proliferacion (32, 90) durante la embriogénesis
y como un regulador transcripcional de proteinas necesarias en el control homeostdatico de
glucosa (35, 89, 91). Se ha reportado que Pdx-1 controla directamente la expresién del gen de
insulina, GLUT2, amilina, Pax4, sinaptotagmina 1 y su propia expresién (92); también forma
complejos con Pbx1 regulando la expansién de lineas celulares acinares, ductales y endocrinas
durante el desarrollo, con Pbx1 regula la expresidon de somatostatina, elastasa 1 (90) y con Prepl
Unicamente Pbx1 silencia la expresidn de glucagon en células no a.(34, 50).

Otra combinacion, la formacién de un complejo trimérico que incluye Pdx-1, Pbx1 y Mrgl es
necesario para la formacion del linaje acinar (34, 50, 89, 90).

El homeodominio de Pdx-1 que contiene la sefial de localizacién celular (NLS), no Unicamente
regula la unién a DNA, si no que también actia como un dominio de interaccion proteina-
proteina para otros factores de transcripcion como tcf3 (e47), NeuroD1 y hmg-i(y). La sefial de
localizacion celular es necesaria para su transporte dentro del nucleo. Esta sefial consiste de 6
aminoacidos (RRMKWKK) que son necesarios para la translocacién nuclear de Pdx-1 (90).

La expresion del gen de Pdx-1 de la rata es regulado por 3 regiones cortas muy conservadas en
los genes de Pdx-1 de humanos y ratén denominados PH1, PH2,y PH3 o dareas |, Il y Ill. El drea
conservada PH1/area| muestra una alta actividad transcripcional preferencial en células 3 y no
B, se han reportado factores de transcripcion endodérmicos como HNF-3f3/Foxa2 y HnFla,
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NeuroD1/ BETA2 (89, 91, 92) en estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que se autoregula
controlando su propia expresién (91).

El dominio de transactivador de Pdx-1 esta contenido dentro de la regién amino-terminal,
(aminoacidos 1-79) (89). Otros factores que han sido reportados regulan la expresion de Pdx-1
son SP1/3, Pax3, USF172, Maf (91).

Aproximadamente el 90% de las células B y el 15% de las células 8 expresan Pdx-1 (33, 49). En los
islotes de Langerhans, Pdx-1 regula la expresidn de insulina, somatostatina, amilina, glucocinasa
y GLUT2 (28, 31, 42,52, 89) como también genes acinares (31).

La expresion del gen de la insulina esta controlada por la actividad del promotor via factores de
transcripcién en la region amplificadora (enhancer), localizada entre los nucleotidos -340 y -91.
Pdx-1 al igual que HNF-1 se unen a los elementos A (A1-A3) que son reguladores criticos de la
expresion del gen de la insulina (34). La transactivacion del gen de insulina es mediada por la
secuencia amino-terminal de Pdx-1, especialmente por las 3 secuencias altamente conservadas,
los aminoacidos espaciadores 13-22, 32-38 y 60-73 (89). Pdx-1 se une a la regiéon A3/4 del
promotor de la insulina 1 (90) y activa la transcripciéon del gen de la insulina por cooperacién con
la proteina bHLH E47/panl; ésta a su vez, se une al sitio adyacente E2. Aunque la evidencia
apoya el principio de que Pdx-1 promueve la expresidon del gen de insulina, también ha sido
demostrado que altos niveles de Pdx-1 ectépico tienen un efecto inhibidor de la expresién del
gen de insulina en humano. Esta represidon puede ocurrir por una interaccidn proteina-proteina
(89) . La amilina también presenta regiones de unién a Pdx-1, en el sitio AT-2 (89).

Waeber et al. (93), ha propuesto que la accién de Pdx-1 en el promotor de GLUT2 es mediada
via interaccion con un motivo TAAT (5°-TAATA-ATAACA-3’), que es una secuencia muy conservada
en varias especies. El control transcripcional de GLUT2 es regulado por dos proteinas de unién a
DNA islote especificas, GTllay Pdx-1.

Bonny et al. (94), demostraron que la disminucion de la expresion de RNAm de GLUT2
correlaciona con una disminucion de la actividad de unidn a DNA de GTlla, mientras que la unidn
de Pdx-1 esta incrementada. Ellos proponen que la disminucidn en la actividad de GTlla puede
representar un paso inicial en el desarrollo de la disfuncidn de la célula  (89). La enzima
glucocinasa juega un papel primario en la secrecidn de insulina sensible a glucosa.

La region promotora del gen de la glucocinasa humana abarca multiples elementos cis,
incluyendo dos motivos cis muy importantes, la estructura palindroma hPal-1 el elemento tipo A
motivo cis hUPE-3. Pdx-1 se une al motivo hUPE-3 que activa la transcripcién de la glucocinasa
(89). Las areas | y Il del promotor estan destinadas a la expresidon endocrina, mientras que el area
Il le confiere la especificidad celular f3.

Estos estudios indican que Pdx1 juega un papel crucial en el crecimiento pancreatico y en la
diferenciacién de ambos linajes celulares endocrinos y exdcrinos (50). Otros factores que
recientemente han sido estudiados sobre la regulacion de Pdx.1 son Foxa2, Hnfa, Hnff} y MafA
(33, 34). Figura 6.

La insulina y la glucosa han demostrado que regulan el nivel de Pdx-1, como su translocacién
nuclear via la fosfatidilinositol 3-cinasa (via dependiente PI3K). La exposiciéon de células f a
concentraciones elevadas de glucosa (30mmol/I vs 3mmol/l) dispara la transcripcién del gen de la
preproinsulina y la translocacién al nucleoplasma de Pdx-1. (89). El tejido endotelial también
puede jugar un papel importante sobre la expresion de este factor de transcripcion, al igual que
el mesénquima, durante la organogénesis pancreatica, por medio de la expresion de Fgf10 en el
epitelio en desarrollo (34).
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Figura 6. Esquema de los principales factores de transcripcién involucrados en la diferenciacidn celular pancreatica
(extremo izquierdo). La flecha punteada representa la funcion permanente de Pdx-1. Eventos morfolégicos son
representados a nivel general por el esquema del extremo derecho (flechas claras).

2.5 Insulina

La insulina es un molécula filogenéticamente antigua en el reino animal y diversas teorias
apoyan su origen en el sistema nervioso de organismos multicelulares (95). En mamiferos, es
producida y secretada Unicamente por las células 3 del pancreas; es el agente anabdlico mas
potente que promueve la sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas,
inhibiendo su degradacion y liberacién al torrente sanguineo (96).

Es una proteina pequefia de un peso molecular de 58.0 kDa, compuesta de 51 aminoacidos
formada por dos diferentes cadenas peptidicas, cadena A y B unidas por dos puentes disulfuro. La
cadena A consiste de 21 aminoacidos y la cadena B consiste de 30 (21).

2.5.1 Sintesis

El gen que codifica la insulina, en humanos, se encuentra en una sola copia en el brazo corto del
cromosoma 11 (96) y tiene una longitud de 1355 pares de bases; mientras que en la rata y ratén
se presentan dos copias del gen no alélicos. En rata, los dos genes se localizan en el cromosoma
1yenratén en el cromosoma 6 (genl)yen cromosoma 7 (gen Il) (97).
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El gen de la insulina consiste de tres exones que estdn separados por dos intrones. El primer
exon, codifica al péptido senal en el extremo—N de la preproinsulina, el segundo codifica para la
cadena By parte del péptido Cy el tercero codifica la parte complementaria del péptido Cy la
cadena A. Figura 7.

Los intrones son variables en secuencia, nucleétidos y longitud pero su posicidon se encuentra
altamente conservada (98). En ratén y rata, el gen | carece del intrén 2 esto ha sugerido que el
gen | se origind por retro posicién de una copia del RNAm parcialmente procesado del gen 1l (97)
por lo tanto, se ha sugerido que el gen Ins1 es un gen relativamente joven y presumiblemente
un retrogen con funciones evolutivamente nuevas en las vias metabdlicas de la glucosa (97).

La transcripcion produce un RNAm de 466 pb, y su traduccién origina a la preproinsulina, un
polipéptido de 12 kDa (98) que es rapidamente descargado dentro del espacio cistérnico del
reticulo endoplasmico rugoso.
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Figura 7. Esquema representando la biosintesis de la insulina (99).
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Conforme la elongacion continua la secuencia sefal emergente de pre-proinsulina se une a la
particula de reconocimiento de sefial (SRP), un complejo ribonucleo-proteico y la traduccién es
detenida momentaneamente.

La unidn de la secuencia sefial SRP se acopla a su receptor que es una proteina integral de
membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER) siendo el complejo RNAmM
preproinsulina/ribosoma en el RER el mayor sitio de sintesis de proinsulina en la célula § (98).
Como SRP se une a su receptor, el péptido seial naciente de la nueva preproinsulina formada se
disocia de SRP y es transferido a otra proteina de membrana integral del RER llamado receptor
de secuencia seial (SSR). SSR es parte de un poro de translocacion que facilita el transporte del
polipéptido de  preproinsulina recién formado de la membrana del RER hacia el lumen,
marcando la entrada de la recién formada preproinsulina dentro de la via secretora de la célula
B (98). El extremo carboxilico de la molécula de preproinsulina completa la translocacién
cruzando el RER, resultado de una molécula de proinsulina naciente en el lumen del RER, algunas
enzimas proteoliticas  cortan inmediatamente esta molécula para producir la proinsulina,
removiendo el péptido sefial.

Una vez en el lumen la molécula de proinsulina sufre un plegamiento apropiado en que la unién
de enlaces disulfuro de la cadena Ay los dos de la cadena A/B estan correctamente alineados. El
proceso de plegamiento es catalizado probablemente por chaperonas moleculares como BiP y
enlaces disulfuro, catalizada por la actividad de la disulfuro isomerasa que se encuentra en el
lumen del RER (98). La funcidn del péptido C es el alinear los puentes disulfuro que unen a las dos
cadenas para que la molécula esté correctamente plegada para su liberaciéon (100). Después, la
proinsulina es transportada por microvesiculas hacia el aparato de Golgi, donde es empaquetada
en vesiculas que contiene una bomba de protones dependientes de ATP (98, 100).

La conversion de proinsulina a insulina es iniciada en el complejo de Golgi y continua su
maduracién en los granulos secretores a través de la accién secuencial de dos endopéptidasas
(pro-hormonas convertasas 2 y 3) y carboxil peptidasa H, juntas; estas enzimas actlan para
remover la cadena del péptido C, produciendo asi, la insulina y su co-secrecion con el péptido C
separado (98). La Biosintesis de la proinsulina estd controlada por ciertos nutrientes,
neurotransmisores y hormonas a nivel traduccional, pero de éstos la glucosa es el mas
relevante.

La concentracién umbral de glucosa requerido para estimular la secrecion de insulina es de 4-
6mM (72-108 mg/dl), pero se requiere para estimular la biosintesis de proinsulina Unicamente
de 2-4mM (36-72mg/dl) (98). La proinsulina recién formada eventualmente se acumula en
regiones cubiertas de clatrina de la red de Golgi trans, que son los sitios de biosintesis de
granulos secretores (101). La maduracion de los granulos secretores implica la conversién de
proinsulina, la acidificacion progresiva intragranular, la pérdida de regiones de envolturas de
clatrina y la formacion de cristales hexamericos de insulina (101). La acidificacién promueve la
correcta formacion granular (pH 5.0-5.5) para el propio procesamiento de insulina y la
formacién 6ptima de los cristales de insulina (98).

La insulina tiene una baja solubilidad, de esta manera se coprecipita con iones zinc para auto
asociarse como hexameros formando microcristales dentro de los granulos secretores (96).
Ademas los granulos secretores de insulina contienen otros ~50 polipéptidos algunos de los
cuales tienen funciones bioldgicas como el polipéptido amiloide pancreatico (amilina) vy
cromogranina A (100, 101). Los granulos también almacenan un nimero de compuestos de bajo
peso molecular como ATP, GABA, serotonina y glutamato y altas concentraciones de iones
metélicos como Zn** y Ca**(101). En roedores, cada célula [ contiene alrededor de 10,000-
13,000 granulos secretores siendo de un tamafio de 350nm, estudios estructurales han
demostrado que ~600 granulos estan acoplados con la membrana plasmatica y unos alejados

~1500 estan situados =<0.2 pm de la superficie celular. (100, 101).
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2.5.2 Secrecion

Las células B liberan la insulina por el proceso de exocitosis, la glucosa y los aminodcidos juegan
un papel importante. La secrecion de insulina es activada de segundos a minutos después de una
elevacién en los niveles de glucosa, la traduccién del RNAm de preproinsulina es activada en
pocos minutos, y la transcripcion del gen es activada después de una hora (102).

En la célula B, la entrada de la glucosa se lleva acabo por los transportadores de glucosa tipo 2
(GLUT2) en roedores en humanos, se da por GLUT1 (100).

Para ser metabolizada en la via glucolitica, la molécula de glucosa es fosforilada por la
glucocinasa, para ser metabolizada y producir ATP. El incremento en la tasa de ATP:ADP provoca
el cierre de canales de potasio sensibles a ATP(Katp) en la membrana celular, previniendo que los
iones potasio crucen la membrana celular (96, 100). Los canales de Karp actlan como sensores
metabdlicos, ellos se cierran en respuesta a cambios en concentraciones de nucleotidos
(ATP/ADP) que resultan del metabolismo de la glucosa (103).

La resultante elevacidn de iones de potasio en el interior de la célula ocasiona la despolarizacion
de la membrana celular (100, 101). El potencial de reposo de las células B es mantenido
principalmente por la actividad de los canales de Katp (103). Cuando la glucosa es escasa o esta
ausente en el medio extracelular, el potencial de reposo de las células {3 aisladas es de alrededor
de -70 a -80 mV. Sin embargo, en concentraciones basales de glucosa esta puede oscilar
alrededor de — 60 mV (103). El cierre de los canales de Karp inicia una lenta despolarizacion del
potencial de membrana, que cuando alcanza los -40 mV, incrementa la probabilidad de Ia
abertura de canales dependientes de voltaje de Na* y de Ca®* tipo T, el incremento de la entrada
de Na*y Ca’ causan el incremento de la despolarizacién. Alrededor de -20 mV, una rapida
abertura de canales de Ca’* dependientes de voltaje incrementan la [Ca**] y por consiguiente la
exocitosis de insulina (103) Figura 8.

La secrecion de insulina en respuesta a cambios en las concentraciones de glucosa extracelular
es bifasica, cuando la concentracién de glucosa extracelular se incrementa (>180 mg/dl), se
observa un brusco incremento en la secrecién de insulina en pocos minutos y es conocido como
la primera fase. Cuando estas concentraciones de glucosa se mantienen, se presenta un segundo
incremento o fase, que aunque es mas baja en intensidad que la primera, ésta se mantiene hasta
que se alcanza la normoglucemia (103). La primera fase puede ser explicada por el cierre de los
canales de Karp y la activacidon o disparo de las vias de sefializacién de la despolarizaciéon que
ocasiona la exocitosis de grupos de pequefios granulos, dependiente de las concentraciones de
Ca’*intracelulares (104) Figura 8.

La segunda fase es mas compleja (103, 104) la liberacidon de insulina permanece dependiente a
ATP aunque los granulos que son utilizados en la liberacidn se mantienen mas lejos de la
membrana siendo parte de granulos de reserva y se ha encontrado que en esta fase los
mecanismos de acoplamiento a la membrana son independientes de proteinas SNARE, como la
sintaxina 1A, por lo que las dos fases no sélo se diferencian espacialmente sino también de
manera mecanica durante la secrecion de insulina (105).

Los canales de Ca** tipo L son considerados los mas importantes para la entrada de Ca® que
controlan la secrecién de insulina en las células f, los canales de Ca** estan localizados cerca de
los granulos de insulina que es una de las propiedades de la fase secundaria de la secrecién de
insulina que refleja la liberacidn secuencial de distintos grupos de granulos que estdn asociados
con diferentes subtipos de canales de Ca** tipo L y se han descubierto que los canales de K
sensibles a voltaje (K,) también estan involucrados(101, 103). La membrana de los granulos se
fusiona con la membrana celular, liberando el contenido de los granulos; se ha demostrado que el
nuimero de granulos exociticos se incrementa por la estimulacién con glucosa (105).
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La maquinaria involucrada en el anclaje y fusidén de los granulos secretores se compone de
Sintaxina 1A /HPC-1 , SNARE-t, SNAP-25 y VAMP2, estas proteinas son las principales activadoras
de la liberacién de insulina en la primera fase (104).

El movimiento de los granulos hacia la membrana plasmatica ocurre a lo largo de la red de
microtubulos debido a una densa red de actina debajo de la membrana plasmatica (101). Se han
propuesto varios mecanismos exociticos sobre la liberacién de insulina en las células § uno de
ellos es la fusiédn completa del granulo con la membrana celular y toma lugar cuando los
granulos y los canales de Ca®* estan situados en estrecha proximidad uno del otro asi que la
maquinaria exocitica estd expuesta a altas concentraciones de Ca®* que ocurre muy cerca de la
boca interna del canal de Ca*. (101).

Otro mecanismo propuesto es el conocido como Kiss and run (besa y corre) donde un granulo
anclado a la membrana produce una fusién parcial de su membrana con la membrana celular
en un tiempo rapido y se ha propuesto que también es dependiente de las concentraciones de
Ca®* intracelulares (101).
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Figura 8. Principales mecanismos involucrados en la secrecion de insulina. Modificado de Hiriart et al, 2008 (103).

En roedores, cada granulo secretor contiene comunmente anillos electro-densos de insulina-zinc.
Un simple granulo de insulina contiene ~1.6 amol (10®mol) de insulina ( 8 picogramos) 6 10°
moléculas de insulina. (101). La reincorporacién de la membrana de los granulos es parcialmente
reabsorbida por la célula (membrana plasmatica) y es reciclada por el aparato de Golgi para su re-
uso. Para el final del proceso, se produce un reservorio de granulos acumulados sobre Ia
superficie de la membrana plasmatica (100, 105).
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2.6 GLUT2 (Facilitated Glucose Transporter member 2).

Las proteinas GLUT (familia génica SLC2A) transportan glucosa pero con diferente cinética y
eficiencia. Cada isoforma tiene una distribucién tejido-especifica aunque pueden ser
expresadas en el mismo tejido y en diferentes tiempos, siendo reguladas diferencialmente (106).
Estas diferencias revelan que cada isoforma del transportador juega un papel especifico en la
toma de glucosa en varios tejidos para el mantenimiento de los niveles de glucosa en el
organismo (106). Comprenden cerca de 14 miembros que pueden ser divididos dentro de 3
subfamilias de acuerdo a similitudes en sus secuencias genéticas compartiendo un alto grado de
homologia proteica siendo esencial para el reconocimiento de la glucosa extracelular (107).

Son proteinas de entre 450 - 617 aminoacidos aproximadamente (106), que se pliegan dentro
de 12 a-hélices combinadas atravesando la membrana celular para formar un poro o canal
central a través del cual el sustrato cruza la bicapa lipidica membranal con los extremos amino y
carboxilico hacia la parte intracelular (108). Figura 9.

El transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2) tiene una baja afinidad a la glucosa ( Km= =30mM
comparado con la K, de 1-10mM de otras isoformas) galactosa (Kn= = 92 mM), manosa (K= =
125 mM ) fructosa (K== 76 mM) y tiene una alta afinidad a la glucosamina ( K,,= = 0.8 mM) (106).
Se presenta en células  pancreaticas, higado, cerebro, rifidn e intestino delgado -membrana
basolateral- (107). En estos tejidos, la toma de glucosa no es dependiente en el numero y
actividad de los transportadores de glucosa sino en la concentracidn de glucosa sanguinea, por lo
tanto la actividad del transportador no puede ser saturada con concentraciones fisioldgicas de
glucosa sanguinea (108). GLUT2 ademds de reconocer a la glucosamina como un sustrato (109)
puede reconocer también a 2-desoxi-D-glucosa (2DG ) (108).
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Figura 9. Modelo estructural de un transportador de glucosa (GLUT).
Modificado de Manolescu 2007 (108).
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Estudios genéticos en GLUT1, en particular en la secuencia de reconocimiento en la hélice 7
indican que el motivo QLS seria un sitio involucrado en la regién de reconocimiento y afinidad al
sustrato, GLUT1, 3 y 4 que transportan glucosa pero no fructosa tienen la secuencia QLS en la
hélice 7, mientras GLUT2 y 5 los cuales transportan ademas fructosa, tienen HVA 6 MGG
respectivamente careciendo de esta secuencia (108). La secuencia de aminoacidos de esta
proteina presenta una identidad del 81% entre el humano, el ratén y la rata (106).

El papel de GLUT2 en el sistema de monitoreo y secrecidon de insulina estd completamente
identificado en varios tejidos. Experimentos en ratones deficientes de GLUT2 han reportado el
desarrollo de diabetes presentando un crecimiento postnatal anormal de los islotes y se
caracterizan por hiperglucemia, hipoinsulinemia, hiperglucagonemia y glucosuria y mueren a las
3 semanas de vida (107). Se ha encontrado que los 338 pb proximales del promotor de GLUT2
contiene elementos cis destinado para los factores islote especificos que actian en trans
requeridos para la expresién de GLUT2 (106). En hepatocitos, el gen de GLUT2 es regulado por
el factor nuclear de hepatocito 1 (HNF1) y HNF3 en su regién del promotor -132/-87 en humanos
(106).

En el estudio de Waeber et al, (93) se demostrd que el factor de transcripcién PDX-1 regula la
activacion de la expresion de gen de GLUT2, ellos demuestran que este factor se une a una
secuencia TAAT del promotor de GLUT2 en humanos y murinos. Otros factores relacionados en
la regulacién transcripcional de GLUT2 son el receptor activador proliferador de peroxisoma 0
(PPAR-3) y receptor X retinoide a (106) y también su expresion es regulada por la glucosa in
vivo e in vitro (110).
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3. Modelos Animales

Para realizar investigacion biomédica los modelos animales resultan de gran utilidad. Las
observaciones en éstos pueden extrapolarse al hombre después de un analisis riguroso (111).
Para el estudio de la diabetes mellitus existen diversos modelos animales que pueden ser
utilizados de acuerdo a los requerimientos de la investigacion.

3.1 Modelos de Diabetes

Existen una gran diversidad de modelos animales para el estudio de la diabetes y son utilizados
dependiendo del objetivo del experimento, tres cuartas partes de los reportes en animales han
sido realizados en ratas (60%), y raton (10%), seguido por la oveja (12%), cerdos (8%), cobayos
(4%), y monos (2%); esto se debe a que el raton y la rata estan altamente relacionados con los
humanos por genes, vias bioquimicas, érganos y fisiologia similares (112). Existen dos grandes
grupos de modelos animales de diabetes: Los modelos genéticos que son producidos por la
seleccién de una mutacidn espontdnea o por ingenieria genética (113) Cuadro 2; y los modelos
inducidos que son producidos experimentalmente por cirugia, infeccién viral, administracién de
hormonas o de agentes quimicos (114). Son muchos los ejemplos de modelos genéticos, entre
éstos, los mas utilizados son el ratén db/db, raton ob/ob, ratdn kkk, ratén NZO, rata diabética
Zucker; los modelos de Diabetes tipo 1 incluyen al ratén NOD vy la rata diabética BB (113, 114).
También se utilizan animales en los cuales, determinados genes o proteinas son eliminados o
estan ausentes (knockouts) 6 son sobrexpresados (114, 115).

Cuadro 2. Caracteristicas de algunos modelos animales de diabetes espontanea.

NOMBRE CONSTITUCION INSULINA Tipo DE CETOSIS EFECTO EN CELULAS f3.
PLASMATICA DIABETES
Rata BB Delgada Muy baja Tipo 1 4 Insulinitis. Necrosis de las células f.
(Biobreder)
Ratén NOD Delgada Baja Tipo 1 +++ Destruccion autoinmune por las células T.
(diabético no
obeso)
Ratén Chino Delgada Normal a Baja Tipo 1 + Degranluacion, bajo nimero de células f3, con
(Cricetulus griseus) cetosis: necrosis
Hamster Sudafrica Delgada é? Tipo 1 ++ Hiperplasia e infiltracién de glucégeno, con
Mysromys cetosis: necrosis
albicaudatus
Ratén C57BL/ 6J Muy obeso Inicia alta Tipo2 | - Inicio: degranulacion; después hiperplasia y
ob/ob después normal. regranulacion.
Ratén C57BL/ Ksj Inicio: alta, Tipo 2 Ocasional Inicio: degranulacion, después necrosis de
db/db Muy obeso después baja células p.
Ratén amarillo Obeso Alta Tipo2 | - Hipertrofia e Hiperplasia
Ratén Obeso de Obeso Alta Tipo2 [ - Inicio: Aumento de la insulina pancredtica.
Nueva Zelanda
(Nzo)
Ratén KK Obeso Alta Tipo2 | - Hipertrofia e hiperplasia.
Ratén amarillo - KK Obesidad Alta Tipo2 [ - Hipertrofia e Hiperplasia.
moderada
Rata Obesa de la Obesa Alta Tipo2 [ - Inicio: Alargamiento de islotes, después baja
cepa Zucker (fa/fa insulina, bajo nimero de células f.
Zucker)
Rata de Arena Obesa Alta Tipo 2 Ocasional Alargamiento de los islotes, degranulacion de las
(Psammomys células f3; depdsitos de glucdgeno, con cetosis:
obesus) necrosis
Simio negro Delgado Normal é? - Amiloides.
(Macaca nigra)
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3.2 Diabetes inducida.

Los primeros intentos de inducir la diabetes experimental se realizaron en perros a través de la
pancreatectomia parcial; y fue con este modelo que F. G. Banting y C. Best, en 1921, descubrieron
la insulina. Este procedimiento también fue el primero que se utilizd para causar diabetes en ratas
gestantes (114). El efecto de induccién de diabetes por pancreatectomia es dependiente del
grado de identificacion y la habilidad para preservar segmentos adecuados del érgano. En
especies animales como perros, cerdos, y primates no humanos el pdncreas es un érgano
discreto y aislado; que en el caso de roedores como la rata, el pancreas es un érgano muy difuso,
y la diseccién total del pancreas es muy dificil de realizar (113, 114).

Los virus representan otro mecanismo de induccién de diabetes, estan asociados con el desarrollo
de la diabetes tipo 1 en humanos y animales, pueden destruir directamente las células § por
efecto citolitico propio de los virus o bien actuar indirectamente por una respuesta autoinmune
iniciada y aumentada por el virus (113). Entre los principales virus se encuentran: Coxsackie B,
virus bovino, virus Kilham de la rata, citomegalovirus, Epstein-Barr y Varicela Zoster (114).

Los modelos de Diabetes virica presentan diversas dificultades experimentales, por la
susceptibilidad genética frente a la infeccién vy la resistencia de las células 3 a las lesiones
virales por lo que son poco utilizados (114).

3.3 Induccion Quimica

La induccidn de diabetes experimental en la rata utilizando agentes quimicos que destruyen
selectivamente a las células § del pancreas es un método conveniente y simple de usar (111, 113,
114). En el Cuadro 3 se muestran los diferentes agentes quimicos inductores de diabetes. Los
mas utilizados son la aloxana y la estreptozotocina (STZ) estos dos compuestos quimicos son
citotéxicos para células 3 y aunque su citotoxicidad es realizada por diferentes vias (116), sus
mecanismos de accion selectivo a las células 3 son idénticos causando un sindrome tipo
diabetes 1 y producen una destruccidn celular caracteristica de muerte celular necrdtica. La
toxicidad en la célula P y la diabetogenicidad resultado del efecto de la aloxana es debido al
ciclo redox y a la generacién de especies reactiva de oxigeno (ROS) téxicos (117).

Cuadro 3. Agentes quimicos inductores de diabetes.

Agentes con efectos citotoxicos Agentes con efectos citotoxicos
irreversibles en la célula reversibles en la célula
Difenilthiocarbazina 2-deoxiglucosa
Estreptozotocina Acido dehidroascdérbico
Hidroxiquinolona Aloxana
Oxine-9 Fluorida
Vacor lodoacetato

Malonato

Mannoheptulosa.

L- asparginasa

6- aminonocotinamida

Cianida

Azida

Ciproheptamina
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3.3.1 Estreptozotocina (STZ)

La estreptozotocina (2-desoxi-2-(3-(metil-3nitrosourideo)-D-glucopiranosa) es un antibidtico
sintetizado por el hongo Streptomyces achromogenes y es usado para inducir diabetes mellitus
en modelos animales (114, 116). Ademas de sus propiedades antibidticas y diabetogénicas, la STZ
ha presentado propiedades alquilantes y genotdxicas en una variedad de ensayos, tales como:
mutagénesis microbiana, sintesis de DNA no previstas, micronucleos, aberraciones cromosdémicas
(CAs) e intercambio de cromatidas hermanas (SCEs) (118).

El rango de la dosis no es muy claro como en el caso de la aloxana. La dosis intravenosa
frecuentemente usada en ratas adultas para inducir diabetes esta entre 40 y 60 mg/Kg, pero han
sido también utilizadas dosis altas (119). La accidn de la STZ en las células B estd acompafiada por
alteraciones en las concentraciones de insulina y glucosa sanguineas tiene una vida media de 5
minutos y es eliminada de la circulacion en un lapso de 4 a 6 horas (116), presentandose
hipoglucemia con altos niveles de insulina en la sangre. Finalmente, la hiperglucemia se desarrolla
y los niveles de insulina sanguineos disminuyen (116). La STZ altera la oxidacion de la glucosa y
disminuye la biosintesis y secrecion de la insulina ( 116, 117, 119).

ESTRUCTURA QUIMICA

La estructura quimica de la STZ es CgH1sN307; esta formada por isémeros oy 3 con respecto a la
glucosa (118), Figura 10. Es inestable a temperatura ambiente, por lo que hay que mantenerla
congelada y se descompone rapidamente en solucion acuosa a un pH neutro y su estabilidad
Optima se consigue a pH 4 (114, 116, 120).

Figura 10. Estructura quimica de la STZ (arriba) y glucosa (abajo).
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3.3.2 Mecanismo de accion

La STZ es tomada por la célula B via transportador de glucosa GLUT2, el mecanismo citotéxico ha
sido aclarado recientemente por varios estudios (121).

Inicialmente, la biosintesis de insulina, la secrecién de insulina inducida por glucosa y el
metabolismo (oxidacion de glucosa y consumo de oxigeno) se ven afectados. La STZ no tiene un
efecto directo inmediato ni inhibidor sobre el transporte de glucosa o sobre la fosforilacién de la
glucocinasa (117).

Sin embargo, en estados posteriores, deficiencias en la expresién génica y produccidon proteica
ocasionan un deterioro del transporte y metabolismo de la glucosa (117), aun asi, antes de los
efectos negativos sobre el DNA mitocondrial y alquilacion proteica y glucosilacidon es evidente el
agotamiento de NAD" intracelular produciendo una disfuncién enzimatica mitocondrial y dafio al
genoma mitocondrial (117).

La STZ es dependiente de la actividad alquilante a DNA de su porcidon metilnitrosuera,
especialmente en la posicién O° de la guanina. La transferencia de este grupo metilo desde la STZ
a la molécula de DNA le causa dafio, que es definido por una cadena de eventos. La accién
intracelular de la STZ ocasiona cambios en el DNA de las células B resultando la fragmentacion de
esta molécula (117, 118). Una hipdtesis alternativa propone que el efecto diabetogénico no es
por su habilidad alquilante sino por su potencial como donador de 6xido nitrico (ON) . Al ser
metabolizada en la célula, la STZ sirve como donador de ON el cual se ha propuesto que lleva a
cabo la necrosis celular y dafio al DNA (118, 119, 120) ésto es debido a que contienen un grupo
nitroso y puede liberar ON. Sin embargo el agente alquilante metil metanosulfonato es el
compuesto mas toxico en el metabolismo de la STZ (117).

En diversos experimentos, se ha demostrado que el ON no es la Unica molécula responsable del
efecto citotdxico de la STZ, también genera especies de oxigeno reactivo, que contribuyen a la
fragmentacion del DNA y otros cambios que dafian a las células § (122). La formacién de aniones
superoéxidos resulta por la accidon de la STZ en la mitocondria e incrementa la actividad de la
xantin oxidasa, pues se ha demostrado que la STZ inhibe el ciclo de Krebs y substancialmente
disminuye el consumo de oxigeno de la mitocondria (123). Estos efectos limitan la produccién de
ATP mitocondrial y causan una disminucion de esta molécula en las células f, la restriccion en la
generacion de ATP mitocondrial esta parcialmente mediada por ON ( 118, 120, 123). La xantina
oxidasa cataliza la reaccién y se forman los aniones superoxidos (122, 123). Como resultado de la
generacion del anidn superdéxido se forma el perdxido de hidrégeno y radicales de hidréxilo (123)
pero se ha demostrado que se genera cantidades minimas de ROS, durante el metabolismo de
la hipoxantinas acelerando el proceso de destruccion de la célula 3 pero los ROS no parecen
jugar un papel importante como la alquilacién (117). En el intento para reparar el dafio al DNA, la
polimerasa poli(ADP-ribosa) (PARP) es sobre estimulada. Esta disminuye el NAD" intracelular y
por consiguiente el ATP almacenado; la escasez de almacenamiento energético celular ocasiona
una necrosis celular (124). La STZ también metila proteinas, la metilaciéon al DNA es a la larga la
responsable de la muerte de la célula f3, aunque es probable que la metilacion de proteinas
contribuya a los defectos funcionales de las células [ después de la exposiciéon a la STZ (117,
121, 124). La poli ADP-ribosilacién es una reaccién enziméatica dependiente de NAD" resultando
una modificacidn covalente de proteinas aceptoras con unidades repetidas de residuos de ADP-
ribosa (125). La estructura es un biopolimero, originalmente la Poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP)-1 se encuentra dentro del nucleo y se ha demostrado que es activada por la ruptura de
cadenas de DNA (126). PARP-1 juega un importante papel en lesiones celulares después de un
golpe, trauma, reperfusién isquémica del corazén, bazo, musculo y retina, artritis y citotoxicidad
de células 3 / diabetes mellitus por lo que se ha propuesto una hipétesis de suicido celular en las

acciones de PARP-1 que regula la muerte celular (127).
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El incremento en la longitud y complejidad de los polimeros PARP ocasionan un incremento en
la muerte celular en neuronas, polimeros complejos >60 unidades de ADP-ribosa indujeron >80%
de muerte celular. La muerte celular dependiente de PARP-1 es en parte independiente de
caspasas sugiriendo que la muerte no es por apoptosis (125, 127). Uno de los inhibidores de la
poli ADP ribosilacion es la 3-amino enzamida, potente inhibidor de la poli (ADP-ribosa); y el otro
es la nicotinamida que es también una “limpiadora” de radicales libres y ejerce una proteccion
para la STZ, pero es dependiente de ATP ( 123).

Se puede concluir en general que el efecto citotdxico de la STZ sobre las células § es la
induccion del mecanismo de muerte celular por necrosis pues presenta diversas caracteristicas
que presenta una célula necrética como es el fallo bioenergético y una rapida pérdida de la
membrana celular que son causadas por eventos moleculares bien definidos como el incremento
en la produccién mitocondrial de ROS, la toma de calcio mediada por canales, activacién de
proteasas no apoptdticas y una destruccion enzimdatica de cofactores requeridos para la
produccién de ATP (128). Figura 11.

La activacion de la poli-ADP ribosilacion polimerasa por medio de la alquilacion al DNA es de
gran importancia para la diabetogenicidad de la STZ (117, 121), ademas de la generacion de
radicales libres; el calcio puede también jugar un papel importante en el efecto de la STZ, pues se
ha observado que los antagonistas de canales de calcio no protegen a las células B del dafio de la
STZ, como en el caso de la aloxana (116, 117, 118, 120, 122, 123).
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Figura 11. Esquema del mecanismo de accidn de la STZ en la célula B.

Ny

37



3.4. Modelos de Diabetes Materna y Desarrollo del pancreas

La diabetes materna descontrolada provoca un medio intrauterino anormal que induce
alteraciones en el crecimientoy desarrollo de los fetos.

Experimentos realizados en roedores con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) han
demostrado la presencia de malformaciones congénitas y reabsorciones; retardo y aumento en el
crecimiento de los productos, y un periodo de gestaciéon mas largo de lo normal (129, 130, 131).
Una gran variedad de anormalidades afectan a los productos de madres diabéticas; entre las mas
comunes estan: defectos craneo-encefdlicos, holoprosencefalia, defectos cardiacos, sindrome de
regresion caudal, agénesis renal, defectos gastrointestinales y la presencia de una sola arteria
umbilical, entre otros (132, 133, 134).

Las placentas presentan anormalidades estructurales como: degeneracion cistica del
espongiotrofoblasto, aumento en el volumen de la capa laberintica e hipervascularizacion, asi
como la presencia de células gigantes del trofoblasto en etapas que ya no deberian presentarse
(129, 135).

Se ha reportado que las crias de ratas diabéticas presentan alteraciones en el metabolismo
después del nacimiento hasta la vida adulta debido a las adaptaciones funcionales durante el
desarrollo fetal ocasionadas por la hiperglucemia materna; segun varios autores estas
alteraciones en el metabolismo pueden ser un factor de riesgo para padecer, diabetes tipo 2
(136), obesidad, intolerancia a la glucosa; incluso se podrian sumar para ocasionar el sindrome
metabdlico (137, 138). El mecanismo que ocasionan todas estas alteraciones en el desarrollo de
fetos de madres diabéticas auin no se conoce, sin embargo, parece ser multifactorial (138).
Estudios en gestaciones diabéticas de roedores han sugerido varios mecanismos del pancreas en
desarrollo a la respuesta de la diabetes inducida (139).

En ratas diabéticas, se ha reportado que las porciones endocrinas del pancreas fetal en el ultimo
dia de la gestacidn son grandes, indicando una hiperactividad funcional, aunque presentan una
disminucion de la granulacion en las células 3, lo que se debe a un agotamiento de la propia
funcién endocrina (139, 140, 141).

Eriksson en 1980 (130), reportd que en fetos de 20 dias se presenta una alteracidn sobre las
células B del pancreas en fetos de ratas diabéticas, y observd también que las reservas de
glucagon y somatostatina, se mantienen en un rango normal.

Un medio intrauterino anormal, puede deberse a una deficiencia proteica en la alimentacion o a
una mala transferencia de nutrientes maternos; como la diabetes materna, que ocasiona
diferentes alteraciones dependiendo de la cantidad de glucosa que llega al feto (138).

Una elevacion moderada (£20%) en las concentraciones de glucosa materna y por ende en las
concentraciones de glucosa fetal inducen un incremento en el niumero y actividad biosintética de
las células 3 fetales. La secrecion de insulina debido a las concentraciones de glucosa fetal in vivo
e in vitro, se incrementa en ratas con diabetes moderada (142).

La hiperglucemia severa en ratas gestantes da por resultado una hiperglucemia e hipoinsulinemia
en los fetos asi como un retraso en el crecimiento fetal, el peso pancreatico disminuye pero el
porcentaje de tejido endocrino estd incrementado (142).

Con microscopia electronica se ha observado que las células § son sobre estimuladas y muestran
una degranulacién: un fendmeno de agotamiento celular 3, que es, probablemente el causante
de la disminucion en las concentraciones de insulina pancreatica y plasmatica.

Las células 3 de fetos con hiperglucemia severa son incapaces de secretar insulina in vivo e in
vitro, indicando que el pancreas es insensible a la glucosa (142).
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1. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es actualmente una epidemia que ha afecta tanto a paises industrializados
como a los que estan en vias de desarrollo.

Estudios epidemiolégicos en humanos y modelos animales han demostrado que un crecimiento
intrauterino anormal estd relacionado con un incremento en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas. Un gran numero de tejidos, érganos y sistemas son programados
in utero con consecuencias adversas sobre su funcion fisioldgica en la vida adulta.

El conocimiento del efecto de las condiciones hiperglucémicas in utero sobre el desarrollo fetal y
la reorganizacion del pancreas endocrino en periodos postnatales es controversial. Durante el
desarrollo del pancreas endocrino, a partir de un grupo de células precursoras que inician
progresivamente una diferenciacion controlada por una red jerarquica de factores de
transcripcion se determina la masa celular 3 y después del nacimiento, por el reclutamiento de
las tasas de replicacion celular y apoptosis. Cualquier disturbio sitio-especifico en el medio como
ocurre en un ambiente hiperglucémico, puede perturbar el balance de factores controladores,
contribuyendo asi a un fallo de la masa celular B y producir diabetes.

Es posible, que ciertas alteraciones producidas en diferentes ventanas de tiempo perturben el
desarrollo y maduracidon del pancreas endocrino en diferentes formas ya que su desarrollo sigue
un preciso cronograma de regulacién.

En la rata, el periodo de lactancia constituye una fase importante en la ontogenia pancreatica
una ventana critica, que resulta en varios cambios adaptativos en sus islotes, en particular,
sobre la sintesis de proteinas reguladoras de la funcion de las células § como: Pdx-1 y su efecto
sobre la produccién de insulina y GLUT2.

lI. HIPOTESIS

El microambiente uterino en el que se desarrollan los fetos de ratas diabéticas provocara
alteraciones en la produccion de Pdx-1, proteina clave de diferenciacién y maduracién de las
células B, lo que repercutira en su funcionamiento, alterando la sintesis de insulina y presencia
de GLUT2; dando por resultado individuos que desarrollaran hiperglucemia en la edad adulta.

IV. OBJETIVOS:
4.1 General:

» Determinar los cambios estructurales en el pancreas vy la expresidn de los genes de Pdx-1y
GLUT2 en péancreas de fetos y crias de madres con diabetes inducida con estreptozotocina
(STZ) los dias 17 y 21 de gestacién; 20, 28 y 90 dias de nacidas y correlacionarlo con la
produccién de insulina.

4.2 Particulares:

* Correlacionar el retraso en la diferenciacién del pancreas de fetos de ratas diabéticas a los
17 y 21 dias de gestacion con la secrecidn de insulina, y la expresion de los genes de Pdx-1
y GLUT2.

* Correlacionar la secrecién de insulina y presencia de Pdx-1 y GLUT2 con la remodelacién y
mantenimiento de la masa celular 3 de crias de madres diabéticas a los 20, 28 y 90 dias de

nacidas y compararla con crias de ratas sanas.
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V. METODO
5.1 Animales.

Se utilizaron 35 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con peso de 250-300g. que
permanecieron en condiciones controladas de bioterio con una temperatura de 22-25°C, con un
periodo de luz-oscuridad de 12/12 hrs. con acceso a alimento y agua ad libitum; se aparearon
con machos de fertilidad comprobada toda una noche, al dia siguiente, la presencia de tapdn
vaginal y/o espermatozoides determind a éste como el primer dia de la gestacidn.

Lote Control

Al quinto dia de gestacidn, a 10 ratas gestantes se les inyectd via intraperitoneal (ip.) una dosis de
0.2 -0.3 ml de amortiguador de acetatos (CH;COONa) a 0.1M a pH 4.3 de acuerdo a su peso.

Lote Experimental

Se utilizaron 25 ratas gestantes que al quinto dia de gestacién se les inyectd via ip. una dosis
Unica de 50mg/kg de estreptozotocina (STZ) en amortiguador acetatos (CH;COONa) a 0.1M a pH
4.3. A las 48 hrs. se les determind niveles de glucosa sanguinea (obtenida de la vena caudal) a
todas las ratas y las que presentaron concentraciones de glucosa basal > 200mg/dl fueron
consideradas diabéticas.

Todas las ratas se colocaron en jaulas individuales y se formaron los siguientes grupos que
representaron el Lote Control (LC):

Grupo 1= 2 ratas gestantes no diabéticas sacrificadas a los 17 dias de gestacion.
Grupo 2= 2 ratas gestantes no diabéticas sacrficadas a los 21 dias de gestacién.
Grupo 3= 2 ratas no diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 20 dias de nacidas
Grupo 4= 2 ratas no diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 28 dias de nacidas.
Grupo 5= 2 ratas no diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 90 dias de nacidas.

nhwnNe

Y los grupos diabéticos que representaron el Lote Experimental (LE):

Grupo 1DM= 5 ratas gestantes diabéticas que se sacrificaron a los 17 dias de gestacion.
Grupo 2DM= 5 ratas gestantes diabéticas que se sacrificaron a los 21 dias de gestacion.
Grupo 3DM= 5 ratas diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 20 dias de nacidas

Grupo 4DM= 5 ratas diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 28 dias de nacidas.
Grupo 5DM= 5 ratas diabéticas cuyas crias fueron sacrificadas a los 90 dias de nacidas.

nhwnNpeE

5.2 Obtencién de muestras (fetos y crias)

Durante la gestacién a todas las ratas, se les determind peso, glucosa sanguinea con un
glucémetro Accu-Chek® Active de Roche. Para el dia de sacrificio a las ratas gestantes de los
grupos |y 2 de los dos lotes se les extrajo el Utero para la determinacién del nimero de fetos
viables y el nUmero de reabsorciones por camada.
Los fetos se pesaron y midieron y se registro la presencia de malformaciones macroscopicas. Se
les extrajo el pancreas que se pesd y fijé en formol amortiguado al 10%.
De manera similar, a todas las crias de los grupos 3, 4 y 5 de los dos lotes al nacimiento, se
registro la presencia de malformaciones macroscopicas y numero de muertes postnatales.
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A las crias que sobrevivieron se les determind peso y longitud una vez por semana, asi como
niveles de glucosa sanguinea hasta el dia de su sacrificio.

Al sacrificio se les determind glucosa sanguinea y se obtuvd la sangre total, la cual, se separd el
suero por centrifugacidon y se congelé a -70°C para la posterior determinacién de glucosa,
triglicéridos, colesterol e insulina. Se obtuvd el pancreas el cual se pesé y fijo en formol
amortiguado al 10%.

Todos los pancreas fueron incluidos en Paraplast® (Sigma) para la obtencién de cortes
histolégicos de 5 Um, para la realizacidon de técnicas de histologia Hematoxilina/Eosina (H/E) e
inmunohistoquimicas. De cada pancreas se obtuvo un total de 30 cortes seriados que después
fueron escogidos al azar para realizar las diferentes técnicas.

5.3 Quimica Sanguinea

La sangre obtenida fue centrifugada a 3500 r.p.m. por 10 minutos (en una centrifuga marca
Beckman® GS-15R), se separd el suero y se congeld a -70°C para andlisis posterior de glucosa
sérica, triglicéridos, VLDL (Proteinas de muy baja densidad) y colesterol.

Las determinaciones de estos componentes bioquimicos séricos se realizaron por medio de un
analizador Automatico de Quimica Clinica marca Beckman Couter® (Synchron CX4 Pro).

Glucosa:
Reaccién en la que la glucosa de la muestra reacciona con el oxigeno en presencia de glucosa
oxidasa.

Triglicéridos:
Separacion de los triglicéridos de los acarreadores lipo-proteicos, los triglicéridos son hidrolizados
por una lipasa y se retiran los residuos de acido ascérbico con ascorbato oxidasa.

Colesterol:

El colesterol se disocia de los acarreadores de lipoproteinas. Los ésteres de colesterol se
hidrolizan a colesterol libre que se oxida con colesterol oxidasa. La reaccién final produce color a
través de la cual se calcula la cantidad de colesterol presente.

5.4 Cuantificacion de insulina

La cuantificacion de insulina se realizdé por medio del Kit de Radioinmunoanalisis para la
cuantificacion multiespecie de insulina (desarrollado por el Dr. Eulises Diaz Diaz). Es un
radioinmunoandlisis en fase liquida con precipitacién por segundo anticuerpo en presencia de
polientilenglicol y fue determinada por medio de un contador de rayos gamma.

5.5 Método Inmunohistoquimico

Se utilizaron cortes histolégicos de 5 um, se montaron en portaobjetos tratados con Poli-L-
Lisina (Sigma®). Todos los cortes obtenidos fueron almacenados a temperatura ambiente en un
lugar fresco, seco y sin exposicion a luz.

Para todas las técnicas se realizé la inmunodeteccion por medio del Sistema Envision de Dako®
(K1392) por la accién de un polimero multiespecie acoplado a peroxidasa HRP (Dako®) y se
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revelé por el método de Diaminobenzidina (DAB*) Dako® y se contrastaron con Hematoxilina de
Harris.

Para la localizacién de Pdx1 las laminillas se incubaron a temperatura ambiente 1 hora con
anticuerpo Anti-Pdx1 de conejo (Abcam®) en una dilucién 1:750.

Para la localizacion de insulina las laminillas se incubaron a temperatura ambiente 1 hora con el
Anticuerpo Anti-insulina de raton (NeoMarkers®) en una dilucién 1:300.

Para la deteccion de GLUT2 las laminillas se incubaron a temperatura ambiente 1 hora con
anticuerpo anti-GLUT2 de conejo (Millipore®) en una dilucién 1:300.

En cada técnica se probé la especificidad del anticuerpo omitiendo en cada laminilla un corte vy
fue incubado Unicamente con sol. de PBS (control negativo).

5.6 Analisis Morfométrico y de 10D (Integrated Optical Density).

Se utilizaron 16 cortes de pancreas tefidos con la técnica de H/E de fetos y crias. Se tomaron
micrografias por medio de un microscopio de luz Nikon E400® con objetivos de 20 y 40x
(adaptado a una cdmara digital Olympus®). Posteriormente las micrografias fueron utilizadas
para un analisis morfométrico donde se determind el didmetro principal y el drea de los islotes
en crias de madres sanas y diabéticas mediante el software Image Proplus® ver. 6.15 para
Windows®.

Asumiendo que los islotes tiene una forma eliptica., se determind el diametro principal por
medio de la siguiente férmula:

D= *VA*B

Donde A, representa el radio ecuatorial y B el radio polar de cada islote, Figura 12 A. De manera
similar, se determind el area total del islote por medio de la seleccion del tamafio total de la
estructura endocrina de la imagen, Figura 12 B.

A B

Figura 12. A) Método de obtencién del tamafio del islote. B) Método de obtencion del area del islote.

Para el analisis de densidad optica se utilizaron 10 cortes de cada pdncreas que fueron
procesados con las técnicas de inmunohistoquimica para cada proteina (Pdx-1, insulina, Glut2).

El andlisis de Densidad dptica determina la cantidad de materia en una superficie por medio de
la cantidad de luz que se trasmite (la que pasa a través de éste). Para el analisis de densidad
en las muestras se utilizé el comando de mediciéon Integrated Optical Density (IOD) el cual
reporta el promedio de intensidad/densidad de cada objeto por el drea de éste,
proporcionando una estimacion semicuantitativa de la expresion molecular. Figura 13 Ay B.
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A B
Figura 13. Ay B) Método de seleccidn de Densidad 6ptica e IOD de las técnicas inmunohistoquimicas
para Pdx.1, insulinay GLUT2.

El porcentaje del drea pancredtica ocupado por las células [ (inmunohistoquimicas para
insulina) fue calculada y la masa celular se obtuvo multiplicando el drea porcentual de las
células B porel peso del pancreas correspondiente.

5.7 Analisis Estadistico.

Los valores de todos los parametros estudiados se expresaron como la media + error estandar
(E.E). Se realizo la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via utilizando el programa de
estadistica Minitab® ver. 15 para Windows® asi como una post-prueba de Tukey para la
comparacion especifica de los grupos. Se considerd una diferencia estadisticamente significativa
cuando el valor de p < 0.05.

Sobre los datos obtenidos para IOD se utilizd la prueba no paramétrica Matt-Whitney para la
comparacion entre grupos y se considerd una diferencia estadisticamente significativa cuando
el valor de p £0.05.
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VI. RESULTADOS
6.1 Gestacion

Una caracteristica importante fue la duracion de la gestacion, en ratas diabéticas (LE), el periodo
de gestacion oscilo entre los 23-24 dias postcoito en comparacién con el periodo de tiempo que
presentaron las ratas sanas (LC) de 22 dias postcoito.

Peso.

Al inicio de la gestacién el peso promedio de las ratas del Lote Control (LC) fue de 260.3+7.91¢g
y del Lote Experimental (LE) fue de 279.0 + 4.04 g siendo mayor el de las ratas del Lote
Experimental (LE). Después de la administracion de STZ, las ratas del LE perdieron peso, pero a
partir de la tercera semana las ratas mantuvieron su peso corporal hasta la cuarta semana
Tabla 1. Las ratas del LC durante toda la gestacion tuvieron una ganancia progresiva de peso
hasta la cuarta semana, siendo estadisticamente significativa con respecto a la que presentaron
las ratas del LE para este tiempo Grafica 1.

Tabla 1. Peso materno durante la gestacidn.
Datos = media + E. E. LC vs LE °p=0.55, * p< 0.05, ANOVA.

Semana Peso (g)
LC LE
n=10 n= 35
1 260.3+7.91 279.0 £4.04°
2 278.5 +5.94 271.8 £3.90
3 291.8+7.11 274.3 £ 6.62
4 311.2+6.29 275.9+£7.93*
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Grafica 1. Peso materno durante la gestacién. Datos = media + E.E.
LC vs LE °p=0.055, *p<0.05, ANOVA.
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Glucosa sanguinea

Los niveles de glucosa sanguinea al inicio la gestacidn fueron de 105+ 2.9 mg/dl en el LC y de
104 £ 1.26 mg/dl en ratas del LE, después de la administracion de STZ, en la segunda semana,
los niveles de glucosa en las ratas del LE aumentaron hasta 456 + 13 mg/dl alcanzando niveles
de 507 +20.8 mg/dl hacia el final de la gestacién, Tabla 2.
A diferencia de las ratas del LE, las ratas del LC presentaron niveles de glucosa sanguinea
menores a 108 mg/dl durante toda la gestacion. Gréfica 2.

Tabla 2. Niveles de glucosa durante la gestacion.
Datos = media £ E. E. LCvs LE * p< 0.0001, ANOVA.

Semana | Niveles de glucosa
(mg/dl)
LC LE
n=10 n=35
1 105 +£2.90 104 £1.26
2 100 £ 2.95 456 + 13.0*
3 103 +£3.21 468 + 15.3*
4 98 +3.21 507 + 20.8*
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Grafica 2. Niveles de glucosa sanguinea durante la gestacion.
Datos = media = E.E. LC vs LE *A partir de esta semana p<0.0001, ANOVA.

Al dia del sacrificio se observé en ratas diabéticas gestantes (LE), presencia de reabsorciones en
los dos cuernos uterinos, la mayoria de estas ratas presentaron menor numero de fetos (media=
7) por la presencia de estas reabsorciones y durante el periodo de gestacion, 18 ratas diabéticas
reabsorbieron por completo todos sus fetos.

A diferencia de las ratas sanas gestantes (LC) que no presentaron ninguna reabsorcién durante
el periodo de gestacidn hasta el dia de su sacfricio.
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6.2 Periodo fetal.
Peso

Los fetos de 17y 21 dias de gestacion del LC pesaron 0.6958 +.0375gy 3.82 £ 0.0776 g
respectivamente, teniendo mayor peso que los fetos de madres diabéticas que pesaron 0.3890
+.0110 gy 2.19 + 0.0670 g respectivamente. Con diferencia estadisticamente significativa para
los dos tiempos estudiados. Grafica 3.

Grafica 3. Peso fetal de 17 y 2 dias de gestaciéon. Datos = Media + E.E. LC vs LE *p< 0.0001, ANOVA.

Talla
De manera similar, el tamafio de los fetos de 17 y 21 dias de gestacion fue mayor en ratas
sanas siendo de 24.82 = 0.602 mm y de 48.85 x 0.264 mm respectivamente a comparacion de

fetos de ratas diabéticas que fue de 20.57 £ 0.300 mm y de 39.79 * 0.731, diferencia
estadisticamente significativa para los dos tiempos, Grafica 4.

Grafica 4. Talla fetal de 17 y 21 dias de gestacion. Datos = Media £ E.E. LC vs LE *p<0.0001, ANOVA.
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Peso pancreas 21 dias

El peso del pancreas de fetos de 21 dias de gestacion fue de 0.01413 +0.0049 g en fetos de
crias de madres sanas (LC), mientras que los fetos de madres diabéticas (LE) el peso del pancreas
fue menor vy estadisticamente significativo en comparacién con el LC, siendo de 0.0097 £.00091
g. Grafica 5.

Grafica 5. Peso del pancreas de fetos de 21 dias de gestacion.
Datos = Media + E.E. LC vs LE *p<0.0001, ANOVA.

6.3 Nacimiento de las crias.
Peso

El peso de las crias al nacer de ratas del LC fue de 8.3 £ 0.086 g mientras que las crias del LE el
peso fue menor comparado con las del LC, siendo de 5.7 = 0.044 g y estadisticamente
significativo. Grafica 6.
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Grafica 6. Peso de crias en el nacimiento. Datos = Media + E.E.
LC vs LE * p< 0.0001, ANOVA.
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Talla

La talla de crias de ratas del LC fue de 72.8 +0.803 mm siendo mds grandes que las crias del LE
gue midieron 67.6 £ 1.19 mm, siendo estadisticamente significativa la comparacién entre los
grupos. Grafica 7.
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Grafica 7. Talla de crias en el nacimiento. Datos = Media * E.E.
LC vs LE * p< 0.0001, ANOVA.

Glucosa sanguinea
Los niveles de glucosa sanguinea el dia del nacimiento fue de 78 + 4.04 mg/dl en crias del LC,

mientras que las crias del LE presentaron niveles mayores que fueron de 100 * 6.43 mg/dl.
Grafica 8, siendo estadisticamene significativa entre los dos lotes.

Grafica 8. Niveles de glucosa sanguinea en recién nacidos. Datos = Media = E.E.
LC vs LE *p<0.05, ANOVA.
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6.4 Periodo postnatal.
Peso.

El peso de las crias

durante el experimento presentd una ganancia progresiva. Las crias de

ratas del LC presentaron un peso inicial de 8.25 % 0.085 gy a los 90 dias de edad alcanzaron un
peso de 331.20 + 11.7 g. A diferencia de estas, las crias de ratas del LE presentaron un peso
inicial de 5.65 * 0.044 g alcanzando un peso de 285.7 * 13.3 g a los 90 dias de edad, siendo
menos pesadas al final del experimento, Tabla 3. Aunque en el inicio y final del experimento los
resultados fueron estadisticamente significativos dias 0, 7, 2, 14, 28, 70, 77 y 90; entre los dias
35y 63 la ganancia de peso fue similar aunque sin mucha diferencia siendo éste periodo

donde ocurre rapidamente un aumento de peso. Grafica 9.
Tabla 3. Peso corporal de la descendencia de ratas del LC y LE desde el dia de nacimiento

hasta el dia 90.*¥*<p 0.05, * p<0.0001, “°= No significativo. Analisis ANOVA.

Dias N LC N LE
(LC) media + E.E. (LE) media + E.E.
(8) (8)

0 72 8.25 + 0.085 105 5.65 + 0.044*
7 72 12.70 +0.146 61 7.62+0.182*
14 72 26.76 +0.268 61 13.79 + 0.471*
20 50 33.79 £0.719 42 27.56 + 0.544*
28 24 55.18 +1.22 20 39.94 + 1.23*
35 24 108.33 + 2.86 20 92.00 + 8.08"
42 24 161.42 +2.88 20 138.43 + 2.96*
49 24 190.78 + 2.68 20 185.50 + 6.69"
56 24 237.97 +6.55 20 227.67 +9.92"
63 24 269.18 +7.38 20 249.45 + 6.98"°
70 24 305.33+7.91 20 264.48 + 11.9%*
77 24 314.86 + 3.07 20 265.21 + 8.02*
90 24 331.20+11.7 20 285.7 + 13.3**
400

350

300
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gramos (g)
e

0

7

14

20 28 35 42

49

56

63

70 77 90
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Grafica 9. Peso corporal de la descendencia desde la semana del nacimiento
hasta la 12. Datos = Media + E.E. LC vs LE . **<p 0.05,*p<0.0001, ANOVA.
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Talla

De manera similar el tamafio de las crias

durante todo el periodo del experimento aumentd

progresivamente, las crias de ratas del LC presentaron una talla inicial (dia 0) de 72.8 + 0.803
mm y a los 90 dias de edad alcanzaron una talla de 421.90 + 4.07 mm. A diferencia de éstas, la
talla de las crias de ratas del LE fue de 67.6 +1.19 mm en el dia 0 alcanzando un tamafio de
393.3 £ 6.5 mm a los 90 dias de edad, siendo pequefias al final del experimento, Tabla 4. A

diferencia del peso el tamafio de las crias fue estadisticamente
periodo experimental a excepcidon de los dias 7 y 63; siendo mas pequefias que las

madres del LC. Grafica 10.

Tabla 4. Talla de la descendencia de ratas del LCy LE desde su nacimiento

hasta el dia 90.**<p 0.05, * p<0.0001, Analisis ANOVA.

Dias N LC N LE
(LC) media £ E.E. (LE) media £ E.E.
(mm) (mm)

72 72.8 £0.803 105 67.6 £ 1.19**

72 80.5 +0.97 61 80.4 + 0.62"°
14 72 117.5+0.710 61 109.8 £ 2.67*
20 50 158.4 +4.70 42 133.6 £ 0.95*
28 24 221.8+3.36 20 188.9 £ 3.51%**
35 24 275.2+£3.7 20 250.7 £ 10.9*
42 24 334.15+2.24 20 290.2 £ 3.48*
49 24 347.8+2.84 20 324.7 £ 8.65**
56 24 385.4 +3.84 20 367.8 £ 4.05**
63 24 391.5+10.6 20 3743 +5.7"%
70 24 407.0 £ 3.47 20 381.0 £ 14.2**
77 24 411.5+4.29 20 386.8 £ 3.63*
90 24 421.9+£4.07 20 393.3 £6.52*

Grafica 10. Talla de la descendencia desde el dia del nacimiento hasta el dia 90.

Datos = Media + E.E. LC vs LE **p< 0.05*p<0.0001, ANOVA.

significativo en casi todo el
crias de
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Niveles de glucosa sanguinea

Las crias de ratas del LC presentaron niveles de glucosa sanguinea de 78 + 4.04 mg/dl al nacer
(dia 0) y a los 90 dias de edad presentaron niveles de 105 * 2.58 mg/dl; en cambio, las crias de
ratas del LE presentaron niveles significativos de glucosa sanguinea de 100 + 6.43 mg/dl al nacer
(dia 0) y de 133 +4.98 mg/dl a los 90 dias de edad. A partir de los 20 dias las crias de los 2 lotes
elevaron sus niveles de glucosa hasta llegar a los 140 mg/dl en el dia 42 de edad Tabla 5. En el
dia 56 los niveles de glucosa descendieron a menos de 110 mg/dl en crias de ratas del LC
mientras que las crias del LE presentaron niveles mayores a 110 mg/dl durante el mismo
tiempo, siendo estadisticamente significativa a los dias 70, 77 y 90. Grafica 11.

Tabla 5. Niveles de glucosa sanguinea de la descendencia de ratas del LCy LE
Desde su nacimiento hasta 90 dias.**<p 0.05, * p<0.0001, Analisis ANOVA.

Dias N LC N LE
(LC) media £ E.E. (LE) media £ E.E.
(mg/dl) (mg/dl)
72 78 £4.04 105 100 + 6.43*
72 92+2.24 61 79 £ 4.64%*
14 72 119+ 4.26 61 99 +7.69
20 50 119 +£3.09 42 120 £3.45
28 24 136 +2.91 20 135+ 3.56
35 24 122 £2.14 20 119+ 7.46
42 24 135+4.50 20 132+£7.22
49 24 121 +£3.09 20 123 £4.16
56 24 110+ 2.13 20 119+£9.18
63 24 104 £1.32 20 131+£9.19
70 24 103 +£1.56 20 117 £3.18*
77 24 106 £2.98 20 132 £7.37%
90 24 105+ 2.58 20 133 +4.98*

Grafica 11. Niveles de glucosa sanguinea en la descendencia, desde dia 0
hasta el dia 90. Datos = Media £ E.E. LC vs LE *p<0.0001, ANOVA.
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6.5 Parametros postnatales.

Glucosa Sanguinea

Los niveles de glucosa sanguinea en crias de madres del LC fueron de 122 + 1.87 mg/dl a los
20 dias, de 118 £ 3.45 mg/dl a los 28 dias y de 105 * 2.58 mg/dl a los 90 dias. Los niveles de
glucosa sanguinea en crias de madres del LE fueron mayores a los de crias del LC, siendo de 137 +
9.93 mg/dl a los 20 dias, 137 + 6.80 mg/dl a los 28 dias y 133 + 4.98 mg/dl a los 90 dias de
nacidas, presentando una diferencia significativa entre los grupos. Grafica 12.

Grafica 12. Niveles de glucosa sanguinea en crias de 20, 28 y 90 dias de edad.
Datos = Media £ E.E. LC vs LE **<p 0.05, *p<0.0001, ANOVA.

Peso pancreas

El peso de pancreas en crias de ratas del LC fue de 0.1571 £+ 0.009 g a los 20 dias, de 0.3739 +
0.022 galos 28 diasy de 1.472 +0.0718 g a los 90 dias de nacidas, a diferencia de las crias del

LE que su peso fue menor y estadisticamente significativo en los tres tiempos siendo de 0.0548
+.0037 g a los 20 dias, 0.1421 + 0.0124 g a los 28 dias y 0.9637 +£0.0317. Grafica 13.

Grafica 13. Peso del pancreas en crias de 20, 28 y 90 dias de edad.
Datos = Media £ E.E. LCvs LE *p<0.0001, ANOVA.
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El peso del pancreas vy el peso total de los animales presentaron una correlacién
significativamente fuerte entre los dos lotes (R=0.998 p<0.002), demostrando que el peso total
de los animales y el peso del pancreas en los tiempos estudiados fue menor en ratas de madres
diabéticas en el tiempo fetal de 21 dias de gestacidn hasta la vida postnatal (20, 28 y 90 dias).
Grafica 14.

Grafica 14. Correlacion entre el peso del pancreas y el peso total de los animales del LC y LE.
(LC, Coeficiente de correlacidn de Pearson, R=0.998 p<0.002 vs LE, R=0.998 p<0.002)

6.5.1 Parametros Bioquimicos
Glucosa Sérica, Colesterol, Triglicéridos y VLDL (Very low density lipoprotein)

El anadlisis sérico demostré que los niveles de glucosa sérica aumentaron el dia 20 siendo de

226 * 10.9 mg/dl, que después disminuyeron a 160 * 5.88 mg/ dl a los 28 dias después del
destete y disminuyendo aun mas a los 90 dias siendo de 105 + 4.35 mg/dl en crias del LC;
mientras que las crias de madres diabéticas (LE) fueron de 238 + 18.5 mg/dl a los 20 dias,
disminuyendo a los 28 dias por 160 + 5.88 mg/dl y disminuyeron a los 90 dias siendo de 146 *
6.14 mg/dl.

Los niveles de colesterol fueron mayores en crias de 20 dias de nacidas siendo de 123 £ 4.81
mg/dl, disminuyendo a los 28 dias a 78 + 2.10 mg/dl y a 51 = 1.91 mg/dl a los 90 dias, en crias
de madres del LC. Los niveles de colesterol en crias del LE también fueron altos en crias de 20
dias siendo de 129 £ 23.3 mg/dl, disminuyendo a 83 = 3.81 mg/dl alos 28 diasy a 55 £ 1.26
mg/dl a los 90 dias de nacidas.

De manera similar, los niveles de triglicéridos fueron altos en crias de 20 dias de edad siendo de
240 £ 19.6 mg/dl, disminuyendo a 174 + 13.4 mg/dl a 28 diasy a 139 £ 16.9 mg/dl alos 90
dias en crias del LC, y los niveles en crias del LE fueron mayores a los 20 dias siendo de 256 +
19.7 mg/dl, que disminuyeron a 164 + 20.7 mg/dl a 28 dias y a 153 * 14.8 mg/dl a los 90 dias,
siendo mayores a los que presentaron las crias de madres sanas.

Los niveles de proteinas de muy baja densidad (VLDL) en crias del LC fueron de 48 £ 3.83 mg/dI
en crias de 20 dias, de 35 +4.15 mg/dl alos 28 dias y de 28 *+ 3.37 mg/dl para 90 dias niveles
menores de los que presentaron las crias de madres diabéticas que fueron de 52 + 4.15 mg/dI
en 20 dias, 33 £ 2.69 mg/d| para 28 diasy de 24 + 1.67 mg/dl para 90 dias. Tabla 6, Gréfica 15.
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Tabla 6. Niveles séricos de Glucosa, colesterol, triglicéridos y VLDL.

Tiempo/ Glucosa Colesterol | Triglicéridos VLDL
Lotes mg/dl mg/dl mg/dl mg/dI
20 dias 226+10.9 | 123+4.81 240+ 19.6 48 +3.83

LC (N=22)
LE (N=19) 238 +18.5 | 129+ 23.3 256 +19.7 52 +£4.15
28 dias 154 +7.24 78 £2.10 174+ 134 35+4.15
LC (N=26)
LE (N=22) 160 £5.88 83+3.81 164 £20.7 33+2.69
90 dias 105 +4.35 51+1.91 139+16.9 28 £3.37
LC (N=24)
LE (N=20) | 146 £6.14* | 55+ 1.26 153 +14.8 24 £1.67

Grafica 15. Analisis sérico de crias de ratas sanas y diabéticas.

Datos = Media £ E.E. LCvs LE *p<0.0001, ANOVA.
6.5.2 Insulina

Los niveles de insulina que presentaron las crias del LC a los 20 dias fueron de 23.17 £ 2.11
HUIl/ml, las de 28 dias fueron de 13.21 £ 0.815 pUl/mly las de 90 dias presentaron niveles de
8.99 £ 0.949 pUI/ml, mientras que las crias de madres diabéticas presentaron mayores niveles
que el LCalos 20 y 90 dias siendo de 24.51 +1.68y 19.74 £2.97 uUI/ml, respectivamente .
Los niveles de insulina a 28 dias fueron menores en crias de ratas diabéticas, presentando
niveles de 6.96 £ 0.585 PUI/ml en comparacién con los que presentaron las crias de madres
sanas. Grafica 16.
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Grafica 16. Niveles de insulina sérica en crias de ratas sanas y diabéticas.
Datos = Media = E.E. LC vs LE *p<0.0001, ANOVA.

6.6 Malformaciones congénitas
Sobre la presencia de malformaciones congénitas en este trabajo, obtuvimos una cria de madre

diabética del LE con microftalmia (presentando ojos y parpados pequefios) que en animales de
crias de ratas sanas. Figura 14.

Figura 14. Crias de rata de madre diabética, la imagen de arriba muestra una cria con microftalmia
(izquierda) que el resto de las ratas de la misma camada(derecha).

55



6.7 Histologia del pancreas

Cuadro 4: Comparacion Histoldgica entre los grupos LC y LE del desarrollo del pancreas de rata.

Dia de LOTE CONTROL LOTE EXPERIMENTAL
estudio

17 dias p.c. Pancreas fetal completamente fusionado | Pancreas fetal completamente fusionado,
presentando diferenciacion celular a partir | diferenciacion celular a partir de células pre-
de células pre-ductales. En este tiempo se | ductales. Células epiteliales entre la gran masa de
observan células epiteliales ductales y | mesénquima, con varios vasos sanguineos;
mesénquima, varios vasos sanguineos | asociaciones y cordones de células pre-ductales
esparcidos entre la gran masa de células | pequefias en comparacidon con los de LC, al igual
mesenquimatosas y en algunas dreas, | que pequefias agrupaciones de células pro-
agrupaciones de células pro endocrinas, | endocrinas estrechamente asociadas a puntas del
inicio formacion de ductos. epitelio ductal.

21 dias p.c. Diferenciaciéon celular vy tisular evidente | Diferenciacién celular y tisular evidente presencia
presencia de los principales tejidos: células | de los principales tejidos: células ductales, células
ductales, células acinares y células | acinaresy células endocrinas.
endocrinas. Células acinares con presencia de granulos de
Células acinares con granulos de zimédgenos, | zimdgenos, lineas celulares ductales entre la gran
entre estas, se aprecian lineas de células | masa acinar, en las células ductales se aprecian
ductales y a poca distancia varias | diversas células endocrinas asociadas y se
agrupaciones tipo islotes de diversos | observaron pocas agrupaciones tipo islote a
tamafos. Las agrupaciones tipo islote, estan | diferencia de los pancreas de crias de madres sanas
en estrecha relacion con vasos sanguineos y | (LC). Posible evidencia de atraso en el mecanismo
capilares, dependiendo del tamafio de la | de islotegénesis.
agrupacion, comunmente de formas variadas
principalmente alargadas.

20 dias p.n. Tejidos pancredticos bien diferenciado, los | Tejido pancreaticos bien diferenciados. Los islotes
islotes presentan una gran diversidad de | presentaron su estructura tipica y estan en estrecha
tamafos y arreglos. Se observé en particular, | relacion uno con otro y comidnmente a una
una gran actividad proliferativa en tejido | distancia estrecha al epitelio ductal como en el
endocrino. Entre le tejido  exdcrino se | dia 21 de gestacidon aunque la maduracién tisular
observd su estructura tipica lébulo-acinar. es evidente entre los tres tejidos. Tejido exdcrino

de forma lébulo-acinar.

28 dias p.n. Morfologia normal observandose un arreglo | Morfologia del pancreas normal presentando sus
mas discreto de los islotes y los ductos. La | tres tipos de tejidos caracteristicos al igual que en
relacién de endotelio entre los islotes es | crias del LC, pocos capilares se ven compactados
mas discreto, pocos capilares se ven | entrela gran masa endocrina circular.
compactados entre la gran masa endocrina | Los ductos son de epitelio uniforme esparcidos
circular. Los ductos son de epitelio uniforme | entre el tejido acinar. Se observaron islotes de
esparcidos entre el tejido acinar. menor tamafio en comparacion el LC.

90 dias p.n. Morfologia del pancreas normal presentando | Morfologia del pancreas normal presentando sus

sus tres tipos de tejidos -caracteristicos
aunque se observé un arreglo mas discreto
de los islotes y los ductos, pocos capilares
se ven compactados entre la gran masa
endocrina circular.

Los ductos son de epitelio uniforme
esparcidos entre el tejido lébulo-acinar.

tres tipos de tejidos caracteristicos al igual que en
crias del LC, pocos capilares se ven compactados
entre la gran masa endocrina circular.

Los ductos son de epitelio uniforme esparcidos
entre el tejido I6bulo-acinar. Islotes
frecuentemente de menor tamafio en comparacion
con el LC.
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6.7.1 Morfometria

De los resultados obtenidos del analisis de morfometria de pancreas de fetos y crias de rata
se obtuvo que el tamafio de los islotes de pancreas de fetos de 21 dias de gestacién del LC
fueron de 154.63 + 4.01 um mientras que el de los fetos de ratas diabéticas fue de 125.46 *
3.17 pm, el tamafio reducido de los islotes en las crias del LE se mantuvo después del
nacimiento como pudimos observar en el analisis de los islotes de 20 dias de nacidas. Las crias
del LC presentaron un tamafio promedio de 179.31 £ 5.25 um mientras que las crias de ratas
diabéticas fue de 120.85 + 1.3 um, al igual que a los 28 dias donde las ratas sanas tuvieron en
promedio un tamafo de islote de 183.25 + 4.27 um, y la descendencia de madres diabéticas un
promedio de 125.15 + 2.16 Um. Para el ultimo dia de estudio el de 90 dias las crias de
madres sanas presentaron en promedio un tamafio de 223.77 + 6.73 um y las de madres
diabéticas un tamafio promedio de 186.9 * 4.73 um. Estos resultados también se

correlacionan con el drea total promedio de los islotes analizados. Tabla 7.
Tabla 7. Tamanios y dreas del pancreas endocrino en los tiempos analizados.
Datos expresados como la media + E. Estd. Analisis ANOVA * p<0.05, ** p<0.0001

Dia estudio Diametros (1Lm) Areas (um?)
LC LE LC LE

21 dias 154.63 +4.01 125.54 £ 3.32** 15798 + 977 12264 £ 596**
(postcoito)

20 dias 179.31+£5.25 120.85 £ 1.3* 17385 + 763 12277 £ 250*
(postnatal)

28 dias 183.25+4.27 125.15 £ 2.16* 22758 £ 926 12842 £ 923*
(postnatal)

90 dias 223.77 £6.73 186.9 £ 4.73** 30670 £ 1332 29363 + 944"
(postnatal)

De manera similar, el area de los islotes de pancreas de fetos y crias de madres diabéticas
fue menor en comparacion con los fetos vy crias de madres sanas. Presentandose una
diferencia estadisticamente significativa en los tiempos de 21 dias de gestacion, de 20 dias de
nacidas y 28 dias de nacidas. El area del tejido endocrino de 90 dias entre los dos lotes no
presentd una diferencia estadisticamente significativa. Grafica 17.

Grafica 17. Area del tejido endocrino pancredtico en tiempos fetales y postnatales.
Datos expresados como la media £ E. Estd. Analisis ANOVA * p<0.05, ** p<0.0001.
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Un analisis de distribucidn de frecuencias de los tamafios de los islotes en los cuatro tiempos
estudiados reveld que las frecuencias obtenidas en los grupos de madres diabéticas fueron
mayores para los tamafios reducidos de los islotes asi vemos que a los 21 dias de gestacion
los tamafios mas comunes en LC fueron entre 120 y 230 pm, mientras que en el LE los
tamafios mas frecuentes oscilaron entre los 90 y 160 um. Figura 16 A. Para el tiempo de 20 dias
de nacidas el tamafio en el LC oscilo ente las 120 y 230 um y para el LE entre las 90 y 150 pm.
Figura 16 B.

A los 28 dias de nacimiento las frecuencias en el tamafo del islote en el LC fueron entre 90 a
200 pim, mientras que en el LE fueron de 90 a 140 um. Figura 16 C. Para el tiempo de 90 dias
el analisis de las frecuencias fue mdas amplio para los dos grupos siendo entre las 100 y 300
Mm las distribuciones mas comunes para los islotes del grupo control, y de una manera similar
en amplitud los islotes del grupo experimental las distribuciones fueron de 100 a 280 um.

Figura 16 D.
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Figura 16. Graficas representando la distribucién de frecuencias en los tamafios de islotes. La zona sombreada
representa a las frecuencias del LC y las zona delineada con rojo representa las frecuencias del LE. A) 21dias de
gestacidn, B) 20 dias postnatales, C) 28 dias postnatales y D) 90 dias postnatales.

6.8 Analisis inmunohistoquimico

6.8.1. 17 dias de gestacidn

Las células positivas a Pdx-1 son representadas por el epitelio pre-ductal, entre éstas, se
encuentran células con una mayor positividad en el nucleo aunque el citoplasma presentd
un menor marcaje. Las células con un nucleo positivo a Pdx-1 varian en el tamafio de éste
intercalandose entre toda la cadena de células del epitelio pre-ductal del pancreas fetal. En
fetos de madres sanas (LC) el epitelio pre-ductal positivo a Pdx-1 se presenté formando
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diversos ductos con una gran variedad de tamafios. Las agrupaciones epiteliales pre-ductales
con menor tamafio y en estrecha relacidén fueron mas positivos a Pdx-1.

En algunos cortes, en donde se observa el intestino, sus células epiteliales también
presentaron una inmunopositividad a Pdx-1. Figura 20 A y B. Entre este epitelio ductal
positivo a Pdx-1, se pudo observar pequefias agrupaciones de células pro-endocrinas, con
una alta inmunopositividad a Pdx-1 en sus nucleos y en menor cantidad en su citoplasma
asociadas a unas 3 04 puntas del epitelio pre-ductal. Se presentan escasas células negativas a
Pdx-1 entre éstas y diferenciandose del epitelio mesenquimatoso que rodea al epitelio pre-
ductal. En fetos de madres diabéticas (LE) las células de epitelio pre-ductal de fetos
presentaron una fuerte positividad a Pdx-1 en todo el epitelio. Pero a diferencia las
agrupaciones de células pro-endocrinas presentaron una menor inmunopositividad,
comunmente sélo el citoplasma fue positivo y pocas células presentaron una positividad
mayor en sus nucleos. Figura 20B.Entre estas células pre-ductales se observaron escasas
células positivas a insulina en todo el citoplasma, y en algunas partes siendo mas
inmunopositivas a esta proteina. Entre el epitelio pre- ductal de fetos de madres sanas como
diabéticas esta observacidon fue similar Figura 17 C y D, aunque se observdé una mayor
inmunopositividad a insulina en pancreas fetales de madres diabéticas. Figura 20D. Sobre la
inmunodeteccion de GLUT2 en este tiempo, escasas células fueron positivas entre la masa
de células pro-endocrinas en los dos grupos tanto en pdncreas fetal de madres sanas (LC)
como en pancreas de fetos de madres diabéticas (LE), aunque levemente mayor en este
ultimo lote Figura 17 EyF.

A B
C D
E F

Figura 17. Composicidn de micrografias de inmunohistoquimicas para las proteinas estudiadas.
A)Pdx.1 LC, B) Pdx.1 LE, C) Insulina LC, D) Insulina LE, E) GLUT2 LC, F) GLUT2 LE. 40X.
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6.8.2. 21 dias de gestacién

Las técnicas de inmunohistoquimica revelaron que la mayoria de las células pancreaticas
siguen siendo positivas a Pdx-1, incluyendo células acinares y ductales; aunque las células
con una mayor positividad en sus nucleos fueron las células endocrinas de las agrupaciones
tipo islote. En estas agrupaciones no todas las células fueron positivas a Pdx-1, en la mayoria
del tejido se presentan células con nucleos positivos a Pdx-1 dispersos entre la masa
endocrina, entre estas una gran cantidad de células con citoplasma positivo a Pdx-1 siendo
éstas mas abundantes entre las células endocrinas. Entre las agrupaciones tipo islote se
pueden observar diversos tamafios de nucleos celulares positivos a Pdx-1. Figura 18 A. En la
mayoria de las agrupaciones la periferia fue negativa a Pdx-1 la mayor parte positiva se
concentra en el centro de la agrupacion representando células B ademas de la gran
positividad a insulinay GLUT2. Figural8 Cy E.
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Figura 18. Composicién de micrografias de inmunohistoquimicas para las proteinas estudiadas.
A)Pdx.1 LC, B) Pdx.1 LE, C) Insulina LC, D) Insulina LE, E) GLUT2 LC, F) GLUT2 LE. 40X.
B)

En los pancreas de fetos de madres diabéticas, la diferenciacién de agrupaciones tipo islote es
escasa y de menor tamafio. La reaccidon inmunopositiva a Pdx-1 fue menor que en pancreas
de fetos de madres sanas, en todas las pequefias agrupaciones tipo islotes, aunque el tejido
acinar también fue inmunopositivo a esta proteina Figura 18 B. Pocas células de las
agrupaciones tipo islote fueron positivas a Pdx-1, insulina (Figura 18 D) y GLUT2 (Figura 18 E)
en comparacion con pancreas de fetos de madres sanas que la  deteccidn
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inmunohistoquimica fue minima para las tres proteinas y en algunos casos esta
inmunopositividad fue  clara en células endocrinas en diferenciacion comunmente
localizadas entre el epitelio ductal pancreatico y en menor numero en agrupaciones tipo
islote. Las células epiteliales ductales que se presentaron en estrecha relacién a  estas
agrupaciones fueron positivas a Pdx-1.

6.8.3. 20 dias de vida postnatal

Las técnicas de inmunohistoquimica realizadas demostraron que las células B se encuentran
en el centro de islote donde se observé una mayor inmunopositividad a insulinay GLUT2. A
diferencia de insulina y GLUT2, la inmunohistoquimica para Pdx-1 se observd en células
acinares y epiteliales aunque como en el tiempo anterior, el islote presentd una mayor
imunopositividad a Pdx-1 en los nucleos Figura 19 Ay B. Se observd una mayor positividad
en los islotes tanto en citoplasma como en el nucleo celular, siendo mas evidente en el
nucleo que el resto de los tejidos acinares y ductales. En las células positivas a Pdx-1 en el
ducto soélo se observan los nucleos de células epiteliales y presentaron un arreglo uniforme en
toda la tira ductal.
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Figura 19. Composicién de micrografias de inmunohistoquimicas para las proteinas estudiadas.
A)Pdx.1 LC, B) Pdx.1 LE, C) Insulina LC, D) Insulina LE, E) GLUT2 LC, F) GLUT2 LE. 40X.
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Los pancreas de crias de madres diabéticas presentaron una reaccién similar para Pdx-1,
insulina y GLUT2 con la que presentaron las crias de ratas sanas, la diferencia mas evidente fue
gue observamos que las regiones de la periferia y masas endocrinas negativas a Pdx-1 que
rodeaban los islotes son de mayor tamafo y aunque la reaccion ocurrié en la parte central del
islote, se observd una menor cantidad de células positivas para las tres proteinas. Figura 19 B,D

y F.

6.8.4. 28 dias de vida postnatal

Para este tiempo la técnica de inmunohistoquimica para Pdx.1 presentd una similaridad con el
tiempo de 20 dias de nacidos. Los ductos son de epitelio uniforme y siguen siendo positivos a
Pdx-1 aunque la reaccién fue menor que en células endocrinas. De manera similar se
presenta una inmunopositividad esparcida entre todo el tejido acinar algunos nucleos de
células acinares son positivos a Pdx-1 pero la reaccién fue también menor en comparacion
que las células endocrinas y una gran diferencia es que sélo se observa en el nicleo y no en el
citoplasma. Figura 20 A. Pocas células del islote fueron negativas a Pdx-1 y la reaccion no
discrimind zonas del islote se observa una reaccion uniforme en todo el islote. Es también
evidente que los nucleos positivos a Pdx-1 fueron de diversos tamafios, pudiendo
diferenciar los tipos celulares endocrinos.

A B
C D
E F

Figura 20. Composicién de micrografias de inmunohistoquimicas para las proteinas estudiadas.
A)Pdx.1 LC, B) Pdx.1 LE, C) Insulina LC, D) Insulina LE, E) GLUT2 LC, F) GLUT2 LE. 40X.
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A diferencia del arreglo de Pdx-1 en el islote GLUT2 e insulina Unicamente se presentaron en
células de la regién central del islote, células muy escasas fueron observadas en la regién
periférica del islote negativo para la reaccion inmunohistoquimica de las tres proteinas. Figura
20 By C. Por el contrario, las regiones negativas a insulina y GLUT2 que representan la periferia
del islote en pancreas del LE, fueron mas amplias en pancreas de madres diabéticas y con una
inmunotincion mas ligera. Figura 20Dy F.

6.8.5. 90 dias

En este tiempo, se observo que las células con nicleos positivos a Pdx.1 y con una positividad
menor en el citoplasma representan la mismas regiones en el islote que fue inmunopositivo a
insulina y a GLUT2 Figura 21 (C-F), para este tiempo los islotes son de una forma esférica
discreta entre todo el tejido acinar, que en algunas regiones presentaron positividad a Pdx.1 en
algunos nucleos de células acinares.

St : L "j- L3 .
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Figura 21. Composicidn de micrografias de inmunohistoquimicas para las proteinas estudiadas.
A) Pdx.1LC, B) Pdx.1 LE, C) Insulina LC, D) Insulina LE, E) GLUT2 LC, F) GLUT2 LE. 40X.

En cuanto a la intensidad de la reaccidn de la propia técnica de inmunohistoquimicas para las
tres proteinas no representd a simple vista una diferenciaciéon en la intensidad para Pdx.1 e
insulina, sélo se observé en la mayoria de los islotes de pancreas de madres diabéticas una
menor inmunopositividad a GLUT2 (Figura 21 F).
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6.9 Densidad Optica Integrada (10D)

Los valores obtenidos de la IOD para Pdx.1 fueron mayores en los dos lotes para el dia 17 de
gestacion, siendo de 24289 + 8451 para Pdx.1 en el LC y de 47338 + 11231 en el LE (sin
diferencia significativa). A diferencia, al dia 21 de gestacidn, el andlisis de IOD para Pdx.1 fue
mayor en el LC, siendo de 10510 + 1694 en comparacion con la que se obtuvo en el LE al
mismo tiempo de 5620 + 533 con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

En tiempo postnatales se observé una disminucién a los 20 dias de vida postnatal en crias de
madres del LE (I0D= 4557 = 656) en comparacion con crias de madres del LC (I0D= 6596 *+ 797),
sin diferencia significativa. Para el dia 28 de vida postnatal, esta reduccién continud en crias del
LE siendo de 4265 * 463 en comparacion con la que presentaron crias del LC con valores de
10862 £ 1370 con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Para el tiempo de 90
dias de vida postnatal se observé una ligera reduccion de la IOD en islotes de crias de madres
diabéticas (LE) siendo de 2384 * 437 en comparacién con las que presentaron las crias de
madres sanas (LC) que con valores obtenidos de 3618 + 863 sin diferencias significativas entre
las dos. Grafica 18.

Grafica 18. Densidad 6ptica integrada (10D) de Pdx.1 en todos los tiempos de estudio.
Datos expresados como la media £ e.std. Andlisis de Mann-Whitney, **p<0.05.

La 10D de insulina para el dia 17 de gestacion en fetos de madres diabéticas (LE) fue mayor
en comparacién con los valores obtenidos en fetos de madres sanas (LC) siendod 374 + 230
en LC y de 1508 + 566 para el LE sin diferencia significativa. A diferencia, en el dia 21 de
gestacion, los valores de 10D fueron mayores en fetos del LC (12592 + 2627) vy
estadisticamente significativos con los que presentaron los fetos de madres de LE (3945 +
802, p<0.05). En el tiempo postnatal, esta reduccién continué en las densidades Opticas
integradas de los dias 20y 28 en crias de madres del LE siendo de 5222 *+ 460 y de 5795 + 584
respectivamente, con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con los obtenidos
en el LC que fueron de 10247 + 724 y de 10295 + 1264, respectivamente. Para el dia 90 de
vida postnatal las crias de madres del LE presentaron una IOD menor que la que obtuvimos de
las crias del LC, siendo de 23759 + 3803 y de 32237 + 3750 sin diferencia significativa. Grafica
19.
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Grafica 19. Densidad Optica integrada (10D) de insulina en todos los tiempos de estudio.
Datos expresados como la media £ e.std. Andlisis de Mann-Whitney, **p<0.05.

De manera similar que la IOD obtenida en el tiempo fetal de 17 dias de gestacion para Pdx.1 e
insulina, la 10D para GLUT2 fue ligeramente mayor en fetos del LE siendo de 115.1 + 13.3
en comparaciéon con la obtenida en fetos de madres de LC que fue de 54.4 * 14.2 sin
diferencia significativa. Para el tiempo de 21 dias de gestacidon esta situacidon cambio y fue
similar con las I0D’s obtenidas de las dos proteinas anteriores, los fetos de madres del LE
tuvieron una reducida 10D para GLUT2 (476 = 210) y estadisticamente significativamente con la
que presentaron los fetos de madres del LC (2187 £ 539).

En el periodo postnatal, esta reduccién continué en las crias de madres diabéticas (LE) en los
dias 20 vy 28 postnatales fue de 3287 £ 657 y de 2915 = 712 respectivamente y
estadisticamente significativa (p<0.05) con las obtenidas en crias de madres sanas (LC) siendo
de 7899 + 925y 8578 £ 1521, respectivamente. En la vida adulta, a los 90 dias esta reduccion
persistio en crias de madres diabéticas (LE) sobre la IOD de GLUT2 siendo de 2964 + 738 y
estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto a la obtenida en crias de madres sanas (LC)
que fue de 9782 + 2109. Gréfica 20.

Grafica 20. Densidad 6ptica integrada (IOD) de GLUT2 en todos los tiempos de estudio.
Datos expresados como la media £ e.std. Andlisis de Mann-Whitney, **p<0.05
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6.10 Masa celular

La masa celular  fue menor en todos los tiempo en crias del LE siendo de 0.0272 + 0.00257
a los 21 dias de gestacidn, en crias de 20 dias fue de 0.2743 + 0.0185, de 1.0439 + 0.0908 en
28 dias y de 1.602 + 0.0526 en 90 dias comparadas con las masas celulares 3 de fetos y crias
del LC que fueron de 0.1776 = 0.00771 a los 21 dias de gestacion, de 1.1408 *+ 0.068 a los
20 dias, de 2.995 x 0.106 a los 28 dias y de 3.499 * 0.167 a los 90 dias, aumentando
progresivamente conforme incrementa el tamano y la edad en las crias. Grafica 21.

Grafica 21. Masa celular B en fetosy crias en los tiempos estudiados.
Mediana * Error Estandar. * <0.0001 Analisis ANOVA.

La masa celular § y el peso total de los animales presentaron una correlacion mas fuerte en
los tiempos del LE (21 dpc, 20 dpn, 28 dpn y 90 dpn, R=0.984 p<0.05) en comparacién con la
que se presenté entre los mismos tiempos en animales del LC (R=0.781) Grafica 21.

Grafica 22. Correlacion entre la masa celular 3 y el peso total de los animales del
LCy LE. (Coeficiente de correlacién de Pearson, LC, R=0.781 vs LE, R=0.984).
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6.11 Areas celulares

En la tabla 8, se reporta el porcentaje de las areas positivas a insulina, el numero total de
nucleos Pdx.1" y el promedio de estos en los islotes para cada tiempo analizado. Los resultados
demuestran que las areas positivas fueron mayores en los grupos del LC que en el LE, de
manera similar el numero de
fueron mayores en los tiempos del lote control.

Tabla 8. Area total de islotes, area positiva a insulina, niimero total de nticleos Pdx.1"y nimero de ntcleos
Pdx.1%/por islote en pancreas de fetos y crias de madres sanas (LC)y diabéticas (LE)* p<0.001, **p<0.05.

Andlisis ANOVA (Media % E. Std) NS= no significativo

Tiempo Area Total islote Area Insulina (%) N Total de Nucleos Pdx-1"
(um?) Nucleos Pdx-1* /Islote
21 dias 15798 + 977 76.93% 11843 134+ 25
LC
12264 + 596** 22.86% 7547 51+6*
LE
20 dias 17385+ 763 41.82% 5361 62+12
LC
12277 + 250* 40.72% 5614 49 + 4™
LE
28 dias 22758 + 926 58.77% 6360 72+12
LC
12842 + 923** 57.21% 6288 35+7%
LE
90 dias 30670 = 1332 78.50% 9785 81+16
LC
29363 + 944" 56.61% 8920 60 + 12"
LE

nucleos Pdx.1" y el promedio de nucleos Pdx.1" por islote
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VII. DISCUSION

Durante el desarrollo de los mamiferos se establece un grado de autonomia durante la vida
fetal en preparacién para la vida después de del nacimiento. En esta etapa cuando se
desarrollan mecanismos homeostaticos necesarios para garantizar esa existencia, pasando a
través de periodos criticos que se ven influenciados por aspectos del medio intrauterino como
la nutriciéony el metabolismo (143).

El embarazo estd caracterizado por una serie de cambios metabdlicos que promueve la
acumulacién de tejido adiposo en periodos tempranos, seguido por una resistencia a la
insulina y una lipdlisis facilitada al final de la gestacién. En mujeres sanas el embarazo se
caracteriza por una disminucién de alrededor de 50% en la disposicién de glucosa regulada por
insulina y por un incremento de 200-250% en la secrecidn de insulina para el mantenimiento
de la normoglucemia en la madre (12).

En la diabetes gestacional el metabolismo se altera por una disminucién en la sensibilidad a
insulina producida por una disfuncidon endotelial que se asocia con diversos mecanismos
moleculares en respuesta a la hiperglucemia (144). El producto presenta modificaciones en el
patrén genético de crecimiento y mantiene la homeostasis a costa de una serie de ajustes
metabdlicos que comprometen la capacidad de adaptacién al medio extrauterino,
incrementando los riesgos de una morbimortalidad (145).

Actualmente, no existe un modelo animal que reproduzca exactamente las condiciones de la
diabetes gestacional humana. Sin embargo, varios modelos pueden proporcionan una
aproximacion para estudiar la patogénesis de esta enfermedad. Entre estos, la induccion
quirurgica, hormonal y quimica (STZ) son los mas utilizados, ya que provoca una alteracién en
el medio intrauterino semejante al de la diabetes gestacional humana (146).

La accion inicial de la STZ para inducir hiperglucemia, es la destruccion de las células f
ocasionando una disminucién en la secrecidn de insulina, produciendo hipoglucemia temprana
(<48 hrs. después de la induccién) que puede tener como resultado un efecto letal sobre los
animales. Los animales que sobreviven pasan a un estado de hiperglucemia a largo plazo,
permitiendo la aparicion de las complicaciones caracteristicas de la diabetes.

En este estudio, durante la primera semana de gestacion, antes de la administracién de la STZ,
las ratas (LE) presentaron niveles de glucosa normales, 48 hrs. después de la induccién, los
niveles de glucosa en ratas del LE aumentaron a valores superiores a 400 mg/dl como
demuestran los valores de la segunda, tercera y media semana de gestacion llegando alcanzar
valores superiores a los 500 mg/dl en la ultima semana, confirmando la hiperglucemia
permanente en los animales tratados con STZ. De manera similar, el peso registrado durante
la gestacién evidencid la condicion metabdlica alterada que se indujo a las ratas del LE.
Aunque al inicio de la gestacidn las ratas del LE tenian mayor peso que las del LC (279 +4.04 g
vs 260.3 + 7.91 g) se observd una pérdida de peso en la segunda semana manteniendose
hasta el final de la gestacién, a diferencia de las ratas del LC que a partir de la segunda
semana empezaron a tener una ganancia progresiva de peso hasta el final de la gestacién.

En la gestacion, la hiperglucemia afecta directamente la ganancia de peso, en esta condicion
se presentan dos fases metabdlicas: una anabdlica y otra catabdlica, durante las dos
primeras semanas en roedores ocurre la fase anabdlica donde el aumento de tejido fetal y de
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tejidos anexos son insignificantes y la madre produce una reserva proteica (147) aumentando
su ingesta alimentaria para el aumento y crecimiento del contenido uterino. Entre la mitad de
la tercera y la Ultima semana ocurre un rapido crecimiento fetal y las reservas son utilizadas
(fase catabdlica); por tanto, los tejidos de reserva aumentan como es el caso del tejido
adiposo, el cual permite mantener una reserva metabdlica enddégena abundante para
situaciones de restriccion alimentaria (147) o para ser utilizada después durante el periodo de
lactancia cuando la demanda energética es muy alta debido a la produccién de leche (148) .

En una gestacion diabética existe un alto gasto energético el cual usualmente ocasiona un
estado compensatorio de hiperfagia debido a la deficiencia o ausencia de insulina que
ocasiona una disminucion en la acumulacion de nutrientes como consecuencia del consumo
de nutrientes y una excesiva movilizacién de metabdlitos enddgenos en condiciones de ayuno,
produciendo elevadas concentraciones de dacidos grasos, hiperglucemia e hiperaminoacidemia
(149).

Yamada y colaboradores, (149) demostraron que la diabetes inducida con STZ en ratas Wistar
gestantes ocasiona un alto gasto energético, en comparacion con ratas gestantes no diabéticas
y diabéticas no gestantes. Ellos encontraron que la diabetes inducida con STZ ocasiona una
reduccion en el peso del utero, y de fetos y concluyen que en el estado hiperglucémico puede
estar involucrado en un bloqueo del proceso de la eficiencia alimentaria y en el depdsito de
grasas, ocasionando una pérdida de peso y energia en las ratas gestantes diabéticas.

Los niveles hiperglucémicos estan relacionados con el gasto energético, debido al alto
catabolismo proteico (147) acompafiado de una hiperglucagonemia que como consecuencia
aumenta el gasto energético por el disparo de la gluconeogénesis durante la gestacién (150),
por lo que podemos deducir que las ratas gestantes diabéticas presentaron un estado
catabdlico permanente propio de la enfermedad reflejado por la poca ganancia de peso y
también por el mantenimiento de los altos niveles de glucosa durante la gestacién en estos
animales (Grafica 1y 2).

El propio estado gestacional en un animal implica un alto gasto energético que aumenta en la
condicidn hiperglucémica, el estado metabdlico y nutricional se ve afectado severamente
llegando a producir la muerte del animal y/o de los productos.

En este trabajo tuvimos ademds de una mayor mortandad materna durante la gestacion, una
gran cantidad de reabsorciones, lo que se correlaciona con el gasto que implica la gestacion.
Se sabe que las reabsorciones son equivalente a abortos y son una forma de supervivencia
gue presentan los animales multiparos que es necesaria para mantener la vida de la madre,
gue en este trabajo también se asocié de manera indirecta, con el peso de la ratas durante la
gestacion.
En los tiempos fetales estudiados (17 y 21 dias de gestacion) nosotros obtuvimos menor
numero de fetos en ratas diabéticas. Las madres diabéticas, ademds de su menor nimero de
fetos y presentar una mayor frecuencia de reabsorciones, presentaron fetos mas pequefos
reflejando un retardo en el crecimiento fetal. (Graficas 3 y 4). Los fetos de 17 dias de madres
diabéticas pesaron 0.3890 + 0.0110 g y midieron 20.57 £ 0.300 mm siendo mads pequefos
gue los de madres sanas que pesaron 0.6958 £ 0.0375 g y midieron 24.82 £ 0.602 mm, estd
alteracion la encontramos también a los 21 dias de gestacion y continud al nacimiento, donde
las crias de madres diabéticas fueron mas pequefias (con un peso de 5.7 £ 0.044 g y una talla
de 67.6 £ 1.19 mm) que la de madres sanas (peso 8.3 + 0.086 gy talla de 72.8 + 0.803 mm)
(Gréficas 6y 7).
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A pesar de la abundancia de nutrientes, los fetos de madres severamente diabéticas
presentaron un crecimiento retardado (142), y aunque presentaron un periodo de gestacion
mas largo del que presentaron las ratas sanas, no pudieron compensar esta falta de
crecimiento aun manteniendo por mas tiempo a sus crias en el medio intrauterino. Los
mecanismos por los cuales una diabetes materna puede ocasionar, retardo o restriccion del
crecimiento fetal son pocos conocidos, diversas investigaciones apuntan que es multifactorial
(151).

Un crecimiento fetal normal es resultado de una interaccion equilibrada entre diferentes
factores, el abastecimiento de nutrientes, pues los fetos dependen directamente del estado
nutricional de la madre y de la capacidad de la placenta para transportar estos nutrientes
hacia los fetos (142), la placenta juega un importante papel en el desarrollo fetal en toda la
gestacion (152) pues regula el transporte de nutrientes entre la madre y el feto, elimina los
productos de desecho fetal a la corriente sanguinea materna y regula los suministros
metabdlicos mediante la produccién de hormonas (1).

Durante el primer mes de vida, las ratas estan expuestas a cambios criticos que inician en el
nacimiento, seguido por el periodo de lactancia y finalmente por el periodo de destete, varios
estudios demuestran que el primer mes de vida es un periodo critico para el desarrollo
Optimo de las crias, el periodo de destete representa un desafio metabdlico pues las ratas
cambian de una dieta constante de leche rica en grasas, a una dieta omnivora, alta en
carbohidratos (153), por lo que cualquier estimulo o estrés que ocurra en este periodo produce
cambios estructurales, fisiolégicos y metabdlicos permanentes que predisponen a los
individuos a desdrdenes en su vida adulta (154).

Durante el periodo de lactancia, nuestros resultados demostraron que existen todavia
alteraciones en el crecimiento de las crias de madres diabéticas evidenciado por el bajo pesoy
tamafio, durante las primeras 4 semanas (Tablas 3 y 4). Ademds de tener una gran incidencia
de reabsorciones durante la gestacién, también tuvimos un alto numero de muertes
postnatales en las camadas de madres diabéticas, mas de 40 crias murieron durante el
experimento. Las madres diabéticas, no almacenan grandes cantidades de reservas
energéticas (particularmente en forma de grasa) y al no tener una cantidad necesaria de grasa
para la produccién suficiente de leche en el periodo de lactancia, muchas crias mueren por no
tener nutrientes necesarios para su supervivencia. Las crias que sobreviven durante la primera
semana, son las que mayor cantidad de nutrientes ingieren y por consecuencia las que mas
energia consumen. A diferencia de las camadas de madres diabéticas, en las camadas de
madres sanas todas las crias sobrevivieron y tuvieron una ganancia progresiva del pesoy en
consecuencia el tamafo incrementé durante el primer mes de vida, (Grafica 9 y 10). En crias
de madres diabéticas se demostré que aun en los periodos de lactancia (20 dias edad) y de
destete (28 dias de edad), su desarrollo postnatal se vié afectado como lo demuestra el bajo
peso y la talla que presentaron (Graficas 9, 10) con diferencia estadisticamente significativa
(Peso LC vs LE p<0.0001, talla LC vs LE P<0.05).

Los niveles de glucosa sanguinea durante la lactancia demostraron también una alteracion, las
ratas del LC tuvieron niveles desde los 78 a los 136 mg/dl siendo mds elevados en la 4
semana. (20-28 dias). Conforme empezaron a crecer, a partir del dia 56 los niveles empezaron
a disminuir hasta llegar a niveles normales entre los dias 63-90. En crias de madres diabéticas,
los niveles mas bajos fueron durante la primera semana (0-7 dias) y alcanzando niveles de 135
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en la semana 4 (20-28 dias) y permaneciendo similares hasta la ultima semana del estudio
(semana 12) o 90 dias (Gréfica 11).

En los dias 20, 28 y 90 dias de edad los niveles estuvieron aumentados en crias del LE > 130
mg/dl y fueron estadisticamente significativos (p<0.05) en comparacion con los niveles de las
crias del LC que fueron menores a <123 mg/dl Grafica 12.

El analisis sérico demostré que los niveles de glucosa e insulina fueron elevados a los 20 dias
de edad en los dos lotes, los niveles de insulina fueron de 23.17 mUI/ ml en crias de madres
sanas y de 24.51 mUI/ ml en crias de madres diabéticas, siendo los niveles mas altos en todo el
estudio. Los niveles de colesterol, triglicéridos y VLDL también presentaron niveles altos en
este mismo dia en los dos lotes. Los niveles séricos de glucosa disminuyeron al dia 28 a 154
mg/dl en LC y de 160 mg/dl en LE, la insulina disminuyd drasticamente en crias de madres
diabéticas a 6.96 mUI/ mly los de crias de ratas sanas a 13.21 mUI/ ml (p<0.005), los niveles de
colesterol, triglicéridos y VLDL también descendieron, aunque el colesterol fue mayor en crias
de madres diabéticas. Esta disminucion continud a los 90 dias de edad en ratas sanas, los
niveles de glucosa descendieron a 105 mg/dl, y en crias de madres diabéticas fueron de 146
mg/dl, los niveles de insulina también fueron altos en estas crias siendo de 19.74 mUIl/ ml, y
estadisticamente significativos (p<0.05) alos que observamos en crias de ratas sanas, que
fueron de 8.99 mUI/ml. Los niveles de colesterol, triglicéridos fueron mayores en crias de
madres diabéticas sin diferencia significativa (Grafica 15).

Estos resultados demuestran que el primer mes de vida (20 y 28 dias de edad), representa un
periodo critico para el desarrollo metabdlico de la rata, donde los niveles de glucosa, colesterol
y triglicéridos aumentan por la dieta a la que estdn expuestas alta en grasa (leche).
Posteriormente se observa una disminucién de estos niveles después del destete (28 dias) y a la
edad adulta (90 dias) los niveles de estos pardametros bioquimicos disminuyen a valores
normales. Estos resultados se pueden relacionar con los hallazgos obtenidos en el primer
mes de vida de ratas sanas Wistar, reportados por Aguayo-Macuzzato y colaboradores (153),
quienes reportan niveles de glucosa sanguinea que se elevan constantemente durante las
primeras 3 semanas, alcanzando niveles plasmaticos de 223 mg/dl el dia 20.

La diabetes materna ademas de aumentar la morbilidad y mortalidad en los productos, altera
el desarrollo de varios érganos como: el corazdn, tejido adiposo y muscular, rifiones, pulmones,
higado e intestino (155).

Pocos estudios analizan el efecto de la diabetes materna sobre el desarrollo del pancreas fetal,
desde su morfogénesis hasta su crecimiento y maduracion y aun en la vida postnatal. Los que
se han publicado resaltan solamente los efectos al final de la gestacion (ultimos 2 dias en rata) y
reportan sus efectos solamente en el tejido endocrino y en particular sobre la secrecién de
insulina por las células p.

En este estudio inmunohistoquimico donde utilizamos marcadores de diferenciaciéon (Pdx.1) y
especificos para célula f (insulina y GLUT2) nosotros encontramos resultados contrastantes
entre el desarrollo y el periodo postnatal.

Durante la transicién secundaria en el ~E16 de gestacion de la rata, el epitelio poco
diferenciado sufre una sorprendente transformacién en donde ocurre una onda masiva de
diferenciacién celular desde un epitelio de asignacién hacia la diferenciacién de los tres
principales linajes celulares (156).
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Zhou y cols. (157) en su trabajo, analizaron el desarrollo del pancreas de ratén utilizando
marcadores moleculares y con lineas genéticas, encontraron que los dominios de las puntas
distales del epitelio en desarrollo, (que coexpresan Pdx.1, Ptfla, c-Myc, Carbopeptidasa Al) son
progenitores multipotentes capaces de generar células acinares, el tronco o base de este
epitelio localizado comunmente debajo de las puntas demuestran que consiste principalmente
de una poblacion celular progenitora bipotencial: endocrino-ductal. Sus datos indican que los
precursores endocrinos residen exclusivamente dentro de los troncos de las ramificaciones
epiteliales pancredticas. aunque es posible que un pequefio nimero pueda persistir hasta el
final del desarrollo y durante la vida postnatal y adulta.

Conforme progresa la organogénesis, la citodiferenciacidon y proliferacién de los linajes
celulares es muy marcada. Las células acinares y ductales empiezan a diferenciarse a partir de
este epitelio primitivo. Los precursores de células endocrinas se van alejando posteriormente
del corddn epitelial o ducto primitivo durante la transicion secundaria (156). Al diferenciarse y
dejar el epitelio formando agrupaciones endocrinas a menudo se quedan en proximidad a
éste, incluso a veces aparecen asociados con uno u otros ductos progenitores. Los islotes se
forman por un proceso de separacion/fision en que agrupaciones celulares rodean la masa
celular B3, los islotes que se forman migran y adquieren su forma ovoide, una caracteristica
obtenida después del nacimiento (156).

En nuestro trabajo sobre el analisis histoldgico e inmunohistoquimico en el dia 17 de gestacion
encontramos esta diferenciacion celular a partir de un epitelio pre-ductal donde se forman los
tres tipos de tejido, el epitelio sufre una expansién extensa, que es rodeado por una gran
cantidad de mesénquima, lo que se observa en los pancreas fetales de LCy LE (Figura 15 A-B)
presencia de vasos sanguineos distribuidos entre la gran masa de células mesenquimatosas
y en algunas dreas se observaron agrupaciones de células epiteliales pro-endocrinas, en el
pancreas de fetos de LC.

En fetos del LE observamos una relacion muy estrecha de estas agrupaciones pro-endocrinas
con el epitelio pre-ductal y en algunos fetos de madres diabéticas no fueron observadas.
Nuestros resultados concuerdan con la literatura, ya que encontramos que el epitelio pre-
ductal (primitivo) es positivo a Pdx.1 en toda el area del pancreas en desarrollo, rodeado por el
mesénquima (negativa a Pdx.1) (Figura 17 Ay B), los resultados obtenidos por el método de
Densidad optica integrada (IOD) revelaron que el epitelio pre-ductal, en fetos de madres
diabéticas presentd un aumento en el numero de células epiteliales positivas a insulina y
GLUT2 (Gréficas 19y 20), debido al aumento en la IOD de Pdx.1 en fetos de madres diabéticas
(Gréfica 18), sin diferencia significativa entre los dos lotes. Las células positivas a insulina y
GLUT2 se localizaron entre la gran masa de tejido pre-ductal, como células aisladas entre este
epitelio o en agrupaciones dentro del mismo epitelio. Las agrupaciones pro-endocrinas fueron
menos positivas a estas dos proteinas, siendo mds evidentes en fetos de madres sanas.

Es dificil evaluar qué es lo que ocurre en este tipo celular indiferenciado y la hiperglucemia
materna, sabemos que el principal sustrato de energia del feto es la glucosa (152). No se
conocen los mecanismos que estan involucrados en la produccién de esta respuesta,
recordemos que en este tiempo no existe aun una diferenciacion clara para definir una célula
B per se.
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Durante el desarrollo una gran masa de epitelio aparentemente indiferenciado (negativo a
hormonas) es inmunoreactivo a GLUT2 en la ontologia del pancreas, antes de la formacion del
primordio pancredtico. Se ha sugerido que esta poblacién de células epiteliales es
determinante para la diferenciacién de células f (positivas a GLUT2) que se presentan
alrededor de los dias 15-18 pc. en el desarrollo del pancreas de rata, también conocida como la
segunda transicién del desarrollo (158).

A los 21 dias, un dia antes del nacimiento, se observd una gran proliferacion celular y
crecimiento tisular (Figura 15 C), en los pancreas de fetos de madres diabéticas (LE) nosotros
encontramos una disminucién en la proliferacidn de agrupaciones tipo islote, en algunos casos
apenas se iniciaba una diferenciacion tisular a partir de progenitores ductales (Figura 15 D).
Las agrupaciones tipo islote que observamos fueron de menor tamafio que las que
observamos en pancreas de fetos de madres controles (Tabla 7) siendo estadisticamente
significativos esta diferencia (LC vs LE p<0.0001). Los didmetros de las agrupaciones en fetos
de madres sanas oscilaron entre los 120-220 Um, mientras que en pancreas de fetos de madres
diabéticas oscilaron ente los 90-160 um (Figura 16 A). Entre los dos grupos se observaron
varias células acinares y ductales positivas a Pdx.1.

Con el andlisis de la 10D, encontramos una drastica disminucidon en los fetos de madres
diabéticas, casi del doble para Pdx.1 (Grafica 18) o del triple como fue para insulina y GLUT2
(Grafica 19 y 20) a los que presentaron los fetos de madres sanas. Estos resultados
demuestran que la diabetes materna afecté directamente la diferenciacidn y proliferacién de
células B (Figura 18).

En el estudio de Calvo y cols. (159) realizado en fetos de 21 dias de gestacidon encontraron que
los islotes fueron completamente funcionales e independientes del tejido acinar. Aunque a
veces estuvieron asociados con ductos pancreaticos. En fetos de ratas diabéticas el citoplasma
de células 3 fue escaso y cominmente microvacuolado, la inmunotincion de insulina estuvo
marcadamente disminuida y el numero de células no positivas a insulina se incrementd. Los
fetos de madres a las que se les administré 1 Ul/ml de insulina presentaron un mayor
inmunopositivad a insulina en sus islotes. El estudio morfométrico revelé que existe una
hiperplasia del tejido insular en fetos de madres diabéticas comparadas con el LC. La
hiperplasia de las células 3 en fetos de madres diabéticas observaron que esta relacionada
con el estado glucémico de los fetos el cual es derivado de la madre.

A diferencia del estudio de Calvo y cols. nosotros no encontramos una hiperplasia de las
células 3, pero si una drastica disminucion de sintesis de insulina en pancreas de fetos del LE,
confirmando con otros trabajos que en la diabetes experimental, el pdncreas fetal estd bajo
estrés durante su desarrollo, aunque se han obtenido diferentes resultados dependiendo de
la edad gestacional estudiaday la dosis de STZ utilizada (142, 160, 161).

Durante la vida postnatal, ocurren modificaciones estructurales y funcionales en el pancreas,
las células endocrinas comienzan a reunirse para formar islotes maduros (153). En los tiempos
postnatales nosotros observamos a 20 dias de edad, una gran actividad proliferativa en el
tejido endocrino y el tejido exdcrino presentd su estructura tipica Iébulo-acinar. (Figura 15 E).

Se observaron estas caracteristicas en pancreas del LE (Figura 15 F); aunque los islotes
estuvieron cominmente asociados a los ductos (Figura 19). El estudio morfométrico reveld
que los islotes de crias del LE fueron de menor tamafo en comparacidén con los islotes de

pancreas del LC (Tabla 7) y con diferencias estadisticamente significativas (LC vs LE p<0.0001).
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Los tamafios de estos islotes oscilaron entre los 120-230 pym y en crias de madres diabéticas
fueron entre los 90- 150 pm. La I0OD representé valores muy reducidos con diferencia
significativa para la insulina y GLUT2 (LC vs LE p<0.05) en crias de madres diabéticas (Graficas
19 y 20) y sin diferencias significativas con los valores de 10D de Pdx.1 entre los dos lotes
(Gréfica 18).

En el tiempo de 28 dias, el analisis morfométrico revelé un menor tamafo de los islotes en crias
de ratas diabéticas, las distribuciones de los tamafos de los islotes fueron de 90-200 um en el
LC y de 90-140 um en LE. El andlisis de 10D reveld que hubo una mayor presencia de las tres
proteinas en crias de madres sanas con respecto a los islotes de crias de madres diabéticas
(Gréficas 17, 18 y 19) presentando una diferencia estadisticamente significativa p<0.05.

Estudios previos han mostrado que las células 3 pancreaticas sufren una activa proliferacion vy
apoptosis durante el primer mes de vida, Scaglia y cols (162) reportaron en ratas Sprague-
Dawley que la masa celular 3 se incrementd en el periodo postnatal desde los 2 dias hasta los
31 dias de nacidas, pero el crecimiento no fue linear. La masa celular § permanecié estable
desde 2 a 20 dias de edad; es hasta los dias 24 y 31 donde hubo un incremento significativo.
El porcentaje de células § apoptoticas fue alto cuando fue comparado con ratas adultas. Sus
datos demuestran que el pancreas endocrino, durante el periodo neonatal, estd sujeto a un
remodelamiento de la poblacidn celular 3 y que la apoptosis juega un importante papel en la
maduracion de la masa celular 3 definitiva.

Un estudio mas reciente documentd también la reorganizacion de islotes pancredticos durante
el periodo postnatal. Encontraron que la masa celular B y el tamafio de sus agregados se
incrementd durante el primer mes de vida y estd expansion continud hasta la vida adulta.
Observando un aumento en las células 3 en el dia 20 y en los niveles de insulina. La masa
celular f incrementé desde el dia 6 al dia 20 en cabeza, cuerpo y cola y permanecio estable
hasta el dia 28 y continud incrementandose hasta la vida adulta. El dia 20 coincide con una
transicion de dieta alta en proteinas y grasa durante la lactancia a una dieta alta en
carbohidratos después del destete, los niveles de insulina obtenidos entre los dias 20 y 28
sugieren que ocurre una transicion funcional entre estos tiempos (153).

Nuestros resultados, obtenidos por el analisis sérico y de radioinmunoensayo para insulina
demuestran la existencia de esta transicién metabdlica entre 20 y 28 dias en crias de rata
debido al cambio de dieta en este periodo, las crias sufrieron una remodelacién del pancreas
endocrino evidenciado por el aumento de tamafio (didmetro y areas de islotes) a partir de los
20 dias, aunque esta estructuracion fue menor en crias de madres diabéticas acompafiado de
la baja expresion de proteinas clave en la diferenciacidn y funcionalidad de células 3, como
Pdx.1, insulina y GLUT2.

Para el tiempo de 90 dias de edad el analisis morfométrico, evidencié un aumento en el
tamafio de los islotes que fue mayor en crias de madres sanas. La distribucion de tamafios de
los islotes fue mas amplia, en el LC entre las 180y 300 um y de 100 a 280 pum en el LE (Figura
16D). Los resultados de 10D demostraron una disminucion en las crias de madres diabéticas,
siendo drastica y significativamente menor para GLUT2 (Gréfica 20), aunque la disminucién en
Pdx.1 e insulina no fue significativa (Graficas 18 y 19).
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Estos resultados, son similares con los obtenidos en el trabajo de Han y cols. (163) donde
encontraron que el contenido proteico de islotes, DNA y de insulina no mostraron cambios
significativos en crias de 15 semanas de edad.

A pesar de que nosotros obtuvimos una IOD y una tamafo similar del islote entre los
animales de 90 dias de edad, nosotros observamos claramente un aumento en los niveles de
insulina en crias de madres diabéticas (19.74 £ 2.97 pUI/ml), suponiendo una secrecion
alterada de la hormona.

La masa celular f es dinamica, se incrementa y disminuye de acuerdo a la funcidn para
mantener los niveles de glucosa dentro de un rango fisiolégico normal. La masa celular 3 se
puede incrementar por replicacién, hipertrofia de las células o por formacidon de nuevas células
(neogénesis) de islotes por diferenciacién de precursores a partir de células ductales. (65, 143,
162, 164).

Al analizar las areas de los islotes en crias sanas, encontramos que entre el dia 21 de gestacion
y a los 20 dias de edad el tamafio del islote aumentd ligeramente (Gréfica 17), en estos
periodos de reorganizacién y maduracidon no ocurre un cambio drastico en el tamafio del islote
hasta dia 28 de edad y aumenta progresivamente hasta los 90 dias de edad.

Estos resultados concuerdan con reportes anteriores sobre el tamafio del islote al nacimiento y
la lactancia donde se reporta que no existe un aumento en el tamafio de tejido endocrino sino
hasta el periodo del destete y entre 3-4 meses de edad relacionandose con el crecimiento de
los animales en la vida adulta (65, 163, 164), y como lo demostramos con el andlisis de
correlacién entre el peso del pancreas y el peso corporal total entre los dos lotes, que cada
uno presentd un indice de correlacién considerable (R=0.998).

Cerca del 80% de la masa del islote presente en el nacimiento es generada por la proliferacion
y diferenciacién de progenitores endocrinos, y el 20% restante de la multiplicacién de células
en el islote (159, 165, 166), sugiriendo que este periodo puede representar una ventana critica
en la determinacion de la fisiologia pancredtica adulta (153).

Nuestros resultados morfométricos del pdncreas endocrino relacionado con el bajo peso
pancreatico que presentaron las crias de LE en los 4 tiempos estudiados (21 dias de gestacion,
20, 28 y 90 dias postnatales) demuestran que existe una alteracién durante el desarrollo, sobre
la diferenciacién y proliferacion de células 3 con consecuencias en la vida postnatal.

Se ha reportado que la descendencia de madres severamente diabéticas la masa endocrina
excede valores normales, y este exceso en la masa endocrina es debido a un alto nuimero de
pequefios islotes de Langerhans, sugiriendo un incremento en la neogénesis de células 3
mas que una replicacion. Después del nacimiento la masa del islote disminuye sugiriendo una
restauracion de su capacidad secretora. En la edad adulta, el tamafio del pancreas endocrino es
mayor y la masa celular § también se incrementa (142).

La masa del islote es mayor relacionada con una hiperplasia y degranulacion de las células 8
sugiriendo una sobre estimulacion (160). Un agotamiento temprano de su capacidad secretora
es la causa de un contenido bajo de insulina hacia el final de la gestacion. In vivo e in vitro, la
estimulacion de células 8 da por resultado un aumento en la secrecién de insulina, sugiriendo
una resistencia a insulina en la descendencia de estas ratas (142). Cuando son adultos, esta
descendencia presenta una masa celular 3 reducida e hiperglucemia basal, una tolerancia a la
glucosa alterada y resistencia a la insulina (161).
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Otros autores reportan que cuando las madres tuvieron una diabetes severa, el peso fetal, el
tamafio del islote y la masa celular § estuvo disminuida y se observé una atrofia del tracto
intestinal fetal (143).

En nuestro estudio, las pequefas areas de los islotes en crias del dia 21 de gestacién y 20 dias
de vida postnatal no presentaron diferencias de tamafio sino hasta los 28 dias de vida
postnatal aumentando conforme crecieron los animales aumentando mas del doble el areaa
los 90 dias de vida postnatal siendo mas del doble de la observada en crias de madres
diabéticas a los 28 dias. Estos resultados se relacionan con los obtenidos de la masa celular 3
que disminuydé en pancreas y fetos de crias de ratas diabéticas en comparaciéon con la
obtenida en crias de madres sanas (Grafica 21) y con la fuerte correlacidon obtenida entre la
masa celular 3 y el peso total de los animales (Grafica 22) siendo mas ajustada a los datos de
madres de ratas diabéticas (R=0.984).

Nuestros resultados sugieren, que la diabetes materna altera la reorganizacion y maduracion
del pancreas en el periodo postnatal, perturbando la diferenciacion y proliferacién celular
influyendo asi en su habilidad de respuesta a la actividad metabdlica (161, 163). Asi, la
disminucion del tejido pancreatico al nacimiento en ratas del LE indica que nuestro estudio se
realizo un modelo de diabetes materna severa.

Aun presentando una disminucidn drastica en la masa celular B durante el ultimo dia de
gestacion observamos un aumento en la masa celular en los tiempos postnatales (20 y 28 dias)
y aunque no fue tan evidente como en crias de madres sanas, estos mecanismos de
proliferacion y remodelamiento, compensaron en las crias una respuesta para el
mantenimiento de la homeostasis de glucosa similar al de las crias de madres sanas; como se
demuestra con la fuerte correlacion que obtuvimos entre la masa celular 3 y el peso total de
los animales en crias de madres diabéticas (R=0.984).

Parece ser que la neogénesis y replicacion celular juegan un importante papel para el
mantenimiento de la regulacidn metabdlica en estos animales.

La neogénesis es un mecanismo celular importante el cual, a partir de células ductales se
diferencian células endocrinas en tiempos postnatales y que es mantenida hasta la vida
adulta (168). Se ha reportado en ratas de madres diabéticas con una masa endocrina pequena,
después de la lactancia, el tamano del islote fue totalmente normalizado, mostrando que el
pancreas endocrino tiene una plasticidad considerable y es capaz de adaptarse a cambios
ambientales durante su desarrollo, pero unicamente cuando la deficiencia esta restringida a la
vida fetal (160, 168).

Otros estudios han reportado que en animales diabéticos se presentan células endocrinas
dispersas dentro del epitelio de los ductos. Se ha encontrado que este segundo arreglo de
células endocrinas asociadas al sistema ductal ha sido referido como primordios, que
consisten de pequeias agrupaciones de células endocrinas predominantemente asociadas a
conductos intralobulares e intercalados. Estas agrupaciones celulares formadas por <20-25
células compuestas de células secretoras de insulina, células secretoras de glucagon y células
secretoras de somatostatina que rodean a las secretoras de insulina y continuan a lo largo de
la linea ductal (165).

Los resultados obtenidos en este estudio por medio de inmunohistoquimicas para Pdx.1
revelaron que en los dos lotes las células ductales y células acinares siguen expresando esta
proteina en tiempos postnatales y en la edad adulta. Este nivel de expresion de Pdx.1 en
células acinares es requerido para la formacién y diferenciacion de estas célula ademas forma

un complejo trimerico con Pbx1 y Mers2 que controlan la actividad transcripcional del gen de
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la elastasal especifico de acinos (156), aunque no en la misma densidad que lo presentan las
células endocrinas del islote. La disminucidon de la 10D obtenida para Pdx.1 en todos los
tiempos analizados desde el dia 21 de gestacién hasta 28 dias de vida postnatal, se podria
explicar por cambios que ocurren en la diferenciacion celular B durante la transicion
secundaria que disminuyen la proliferacién de estas células aun en periodos postnatales. El
mecanismo que puede estar involucrado es desconocido, pero  ciertas investigaciones
podrian darnos una idea, sobre lo que ocurre.

Como sabemos la expresiéon y por tanto la transcripciéon de Pdx-1 es regulada por varios
factores, entre éstos, la glucosa parece ser que juega un papel importante. Si tenemos en
cuenta, que durante el desarrollo en fetos de madres diabéticas, el ambiente es
hiperglucémico la regulacién de Pdx.1 es activa.

Los bajos niveles de Pdx-1, reportados en modelos animales con restriccion alimentaria
durante los periodos fetales y de lactancia, han mostrado que el numero de células de islote
positivas a Pdx.1 es menor que en crias sanas y Pdx-1 es detectado en células ductales,
ocasionando alteraciones en el tamafio del islote y su funcidn. La reintroducciéon de una dieta
normal, inmediatamente después del nacimiento normaliza la expresiéon de la proteina Pdx-1
y restaura la masa celular B y la capacidad de secrecion de los islotes (169).

Un modelo de restricciéon del crecimiento intrauterino (IUGR) causado por insuficiencia
uteroplacentaria en ratas, podria explicar las alteraciones en periodos postnatales (170). En el
nacimiento se observaron que los niveles del RNAm de Pdx.1 estan reducidos mas del 50% vy la
masa celular § es normal y cuando son adultas tienen una marcada reduccidon de su masa
celular By la expresién de Pdx1 esta casi nula. Quienes determinan que en la vida postnatal, el
estado de IUGR induce deacetilacidon de las Histonas H3 y H4, la pérdida de la acetilacién es
acompanada por la perdida de union del factor de transcripcidn clave, USF1, aumentando la
metilacion en promotores y regiones del DNA en crias con IUGR. A los seis meses de edad se
incrementd la metilacion de DNA en islotes y se observé una significativa reduccion de la
abundancia de histonas H3 y H4 acetiladas y la deacetilacién prosiguid con la edad.
Demostrando que un medio intrauterino alterado disminuye la transcripcion de Pdx.1
mediante una cascada de modificaciones epigenéticas culminando en el silenciamiento de
Pdx.1. Estos estudios son los primeros en caracterizar el codigo de histonas en Pdx.1 in vivo en
islotes primarios y la conexidn progresiva de modificaciones epigenéticas en genes clave para el
desarrollo de la diabetes (170).

Por lo que no podemos descartar algin mecanismo similar al que obtuvieron en el trabajo de
Park y Arantes sobre la disminucion en los niveles de Pdx.1 durante el periodo postnatal
podemos nosotros suponer que otros mecanismos existentes sobre la regulacion de Pdx.1
podrian estar manteniendo su funcion en este trabajo, a diferencia los resultados obtenidos
en el trabajo de Park: una nula expresion de Pdx.1 en ratas adultas.

Posiblemente otro mecanismo que pudiera estar involucrado en el medio intrauterino
hiperglucémico como seria el inducido por un estrés oxidativo y en consecuencia una
glucotoxicidad y lipotoxicidad.

Los islotes son de los pocos tejidos dotados con la expresién de enzimas antioxidantes como
la superdxido dismutasa (SUD1, SUD2) catalasa, y glutationa peroxidasa (GPx). Varios estudios
sugieren que la lipotoxicidad y glucotoxicidad estan interrelacionadas en alterar la habilidad de
unién de Pdx.1 al promotor del gen de insulina (171).
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En condiciones de hiperglucemia gradualmente se altera la funcidn celular (3. El estrés oxidativo
esta relacionado con la disminucion en la expresion del gen de insulina y se ha demostrado que
la actividad de Pdx-1 se ve reducida. La prolongada exposicidén y concentraciones excesivas de
acidos grasos también inducen una disminucion el la actividad de union a DNA de Pdx-1 vy la
expresion celular de MafA. Las células  son mas vulnerables al estrés oxidativo debido a la
baja expresion de enzimas antioxidantes (172).

Otro reporte sobre la alteracién en la expresidon de Pdx.1 en la vida postnatal sugiere diversas
consecuencias en la proliferacion de células f como un incremento en la apoptosis de células 3
via disminucion en la regulacién de genes antiapoptdticos (Bcl y Bcl-2) resultando una pérdida
de masa celular y funcional, pérdida de la actividad de genes clave para Pdx-1 cuyos productos
estan involucrados en la transcripcidn y secrecion de insulina estimulada por glucosa (GLUT2,
glucocinasa, MafA, Nkx6.1, insulina) y pérdida en la formacién de nuevas células (regeneracion)
(173).

En la diabetes materna, el pancreas en desarrollo se expone a diversos mecanismos que son
consecuencia del propio metabolismo alterado induciendo alteraciones permanentes en el
propio desarrollo del feto, como lo demostramos por la alta incidencia de reabsorciones y la
presencia de una malformacion congénita y la muerte de las crias. Por lo que un mecanismo o
mecanismos durante el periodo embrionario podrian estar relacionados con una disminucion
en la expresion de Pdx.1 en islotes de fetos y crias de madres diabéticas.

Diversos mecanismos estarian induciendo las alteraciones que nosotros observamos durante el
periodo postnatal, observando una disminucion en la expresién y funcion de Pdx-1 en islotes
de crias de madres diabéticas, induciendo una alteracion en la sintesis de insulina y GLUT2,
como lo demostramos en nuestros resultados sobre la disminucién de estas proteinas en los
tiempos postnatales analizados.

El papel de Pdx-1 en la funcién del islote en el adulto no esta completamente definida. En un
estudio en ratones con un alelo inactivado (Pdx-1 ") reportaron que existe una respuesta
alterada a la glucosa a las 8 semanas, una disminucion en la secrecion de insulina, el contenido
pancredtico de glucagon se incrementd en 29 % mientras el contenido de amilina se redujo en
32% (174). La evaluacién inmunohistoquimica del pancreas de 16-18 semanas de ratones Pdx-1
- revelé una morfologia normal y una relacién normal de células o, By 0, sin embargo la
expresion de GLUT2 se redujé de manera drastica comparada con los islotes silvestres. Los
resultados de este trabajo indican que Pdx-1 es requerido para la funcidon normal del islote y
gue una modesta reduccion en Pdx-1 altera la sensibilidad a glucosa y la secrecién de insulina
(174).
La expresidon de Pdx-1 y GLUT2 se redujo por cerca de 68 y 55% respectivamente comparado
con el tipo silvestre, mientras la expresidon de GK estuvo sin cambio relativo sugiriendo que los
genes regulados por Pdx-1 tienen una sensibilidad diferencial en el nivel de actividad de Pdx-1,
lo que indica que la menor reduccién relativa en Pdx-1 , aunque no causa diabetes, puede
incrementar su susceptibilidad y representaria un riesgo significativo para padecer diabetes
tipo 2 (174).
Los resultados de este reporte se relacionan con los que obtuvimos en las crias de madres
diabéticas a los 90 dias de edad. Los niveles reducidos de IOD de GLUT2 nos demuestran que
la regulacion de GLUT2 por Pdx.1 es mas sensible al papel regulador de Pdx.1 en su promotor,
que esta proteina en el promotor de la insulina. Basados en estos hallazgos, nosotros podemos
deducir que diferentes activadores y reguladores transcripcionales podrian estar jugando un
papel compensatorio en este periodo de tiempo, recordemos que, el promotor del gen de la
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insulina presenta diferentes regiones de unidon a una gran diversidad de activadores y
aumentadores y no seria raro que estén implicados en el mantenimiento de la produccion de
insulina en las células 3, como el caso de MafA y NeuroD1.

MafA es un activador transcripcional exclusivo de las células [, presente a partir de la
transicion secundaria en el desarrollo del pancreas, capaz de inducir la expresion del RNAm
del gen de insulina 2. MafA, Pdx.1 y NeuroD1 (176) actlan juntos para activar la transcripcion
endogena de genes clave tales como insulina, GLUT2 y PC2 (prohormona convertasa 2)
indicando que MafA es un regulador de la transcripcién de insulina y GLUT2 en células 3 (175).
En embriones de pollo, MafA induce la activacidén del gen de insulina, la coexpresidon de Ngn3y
MafA forman estructuras tipo islote con células productoras de insulina en el centro y
productoras de glucagon en la periferia. La coelectroporacion de MafA y MafB no se presenta
un aumento en la produccion de células de insulina mas que MafA por si sélo (176).

Durante el desarrollo del pancreas una via de sefializacién puede servir para dos cosas
distintas dependiendo del tiempo, y la dosis de sefial (40).

Por tanto no seria raro que en la propia regulacién de la sintesis de insulina en periodos
postnatales y en la edad adulta, diferentes factores de transcripcion estén regulando o
compensando el papel de otros factores que han sido alterados por un medio anormal
durante el desarrollo, como seria el caso de la diabetes materna. Es necesaria la comprension
sobre la regulacién precisa espacio-temporal y especifica-celular de complejos transcripcionales
activadores-represores que actlan en diferentes regiones reguladoras en el gen de Pdx.1
(156) y para determinar si la forma de 31 kDa es idéntica a las proteinas observadas en otras
células de mamiferos y si esta forma proteolitica tiene un papel en la funcion celular .

Mientras la glucosa materna es libremente transferida hacia el feto, la insulina materna no
cruza la placenta. El pancreas en desarrollo responde a la carga de glucosa produciendo
insulina para ejercer sus efectos hipoglucémicos (177). Asi la glucosa regula la transcripcion vy
traduccién de preproinsulina y estabiliza el RNAm de preproinsulina (169).

La hipoinsulinemia fetal ha sido involucrada en el retardo del crecimiento fetal. La insulina es
conocida como ser un factor importante de crecimiento y la IGF-I e IGF-Il también tiene
papeles de crecimiento fetal y se ven disminuidos en modelos con retardo en el crecimiento
(168, 178). En células P adultas, se demostré que la insulina tiene potentes efectos
antiapoptoticos (179) estimulando la actividad de unién DNA/Pdx-1, sugiriendo que la
translocacion de Pdx-1 es un evento clave en la sefializacion antiapotoética de la insulina,
reforzando un mecanismo autocrino en la propia célula f3.

Estos resultados se pueden correlacionar con los resultados obtenidos en fetos de 21 dias y
crias recién nacidas, el retardo en el crecimiento (bajo peso y talla) en crias de madres
diabéticas podria estar involucrado la disminucion de la sintesis de insulina en los islotes de
estos pancreas alterando el crecimiento fetal-pancredtico (Grafica 14) y los efectos
hipoglucémicos en estos. Otros combustibles, incluyendo acido grasos libres, cuerpos cetdnicos
y aminodcidos, también contribuyen a la hipersecrecion de la insulina fetal (161, 177).

En las células , GLUT2 parece ser un abastecedor sin restricciones del metabolismo de glucosa
mientras que la glucocinasa es el paso de tasa limitante para el flujo glucolitico. Por lo que
GLUT2 puede definirse como un eficiente estimulante de la transcripcidn de genes sensibles a

glucosa ademas de ser un receptor a glucosa (180).
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En roedores con diabetes con STZ se incrementa la expresién de GLUT2 en el intestino e higado
y se ha encontrado una reduccion en su expresion en el pancreas y en higado de animales con
restriccion nutricional (108, 180). La inactivacion de GLUT2 en ratones provoca una severa
glucosuria y a diferencia de los humanos es letal después del destete (180).

Pocos trabajos reportan la funcidon de GLUT2 y su presencia durante el desarrollo del pancreas,
escasos experimentos sobre la funcionalidad de estos transportadores durante la vida fetal, se
ha demostrado que su expresién y la de canales idnicos esta disminuida en pancreas fetal,
por lo que los sistemas de transduccion que operan y estimulan la secrecion en la célula 3 en
el estado de desarrollo son desconocidos y se ha propuesto que las vias de sefalizacidn en
pancreas fetal puede ser por medio de una via independiente a la permeabilidad de K* (165).

A diferencia de lo reportado en la literatura nosotros encontramos células positivas a GLUT2
desde el dia 17 de gestacion en fetos tanto en madres sanas como diabéticas, aunque fue
mayor la inmunopositividad en el pancreas del LE, desconocemos cual es el mecanismo real
que ocasione ésto en células pre-ductales. Conforme progresdé el desarrollo nosotros
encontramos células positivas a GLUT2 en agrupaciones tipo islote en fetos de 21 dias,
aunque una marcada reduccion se observd en fetos de madres diabéticas. Suponiendo que
para este tiempo las células § cuentan con la maquinaria necesaria para la secrecidn de insulina
y con los datos obtenidos con la IOD de Pdx.1 podemos deducir que el ambiente
hiperglucémico alteré la proliferacion y diferenciacion de estas células en este tiempo,
ocasioando una disminucion de estas células para los tiempos postnatales y una marcada
reduccion en crias de 90 dias de madres diabéticas lo que nos permite considerar que
prosiguid este dafio.

Aunque los niveles de insulina no se vieron afectados por la reduccion de GLUT2 en islotes de
90 dias de edad, nosotros creemos que no es dependiente de la cantidad de transportadores
de glucosa, ésto podria deberse a la Km de este transportador es decir, a la capacidad de
transporte de glucosa que puede alcanzar; como se ha demostrado en ratas nulas de GLUT2
en quienes la secrecidon de insulina fue rescatada por la expresidon del 20% del nivel normal de
GLUT2 enislotes de rata (174).

Los estudios en animales, también han mostrado que el tiempo y la naturaleza exacta del
dafio durante la gestacién son determinantes importantes del patron de crecimiento
intrauterino y de consecuencias especificas fisioldgicas. Juntos, los experimentos en animales
y los datos epidemiolégicos en humanos muestran que un rango global de tejidos
individuales, drganos vy sistemas completos pueden ser programados in utero con
consecuencias adversas para su funcién fisiolégica en la vida adulta. (181).
El desarrollo y crecimiento fetal dependen primeramente del abastecimiento de nutrientes y
oxigeno. Se han utilizado técnicas para reducir la disponibilidad fetal de macronutrientes,
éstos incluyen restriccidn caldrica, deprivacidn isocaldrica proteica, restriccion placentaria, y
reducciones en el flujo sanguineo umbilical e uterino. Todos estos procedimientos alteran el
crecimiento fetal y originan anormalidades en la funcién cardiovascular, metabdlica y
endocrina antes y después del nacimiento (181, 182).
Modificaciones epigenéticas son inducidas por factores ambientales y afectan la estructura y
funcién del DNA mas que a su secuencia (160). Por lo que un ambiente hiperglucémico con
alto estrés oxidativo como en la rata gestante diabética potencialmente juega un papel en la
programacion fetal y la transmisidn de una tendencia diabetdgenica a la siguiente generacion
a través de alteraciones permanentes en DNA y dafio tisular en los fetos en desarrollo, en
particular en el tejido endocrino del pancreas (143, 160, 184).
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VIIl. CONCLUSIONES

La diabetes materna ocasiona multiples efectos sobre el mantenimiento y desarrollo de los
productos durante la gestacion y después del nacimiento. La madre durante la gestacion
presenta un aumento en su estado catabdlico evidenciado por la pérdida de peso y los altos
niveles de glucosa ocasionando un incremento en la presencia de reabsorciones y un periodo
de gestacion prolongado.

La hiperglucemia materna afecta el desarrollo del pancreas fetal produciendo un retardo en
su morfogénesis alterando la produccion de Pdx.1, insulina y GLUT2 en el epitelio pre-ductal a
los 17 dias de gestacidn.

-Induce una disminucion en la produccién de Pdx.1, insulina y GLUT2 en agrupaciones tipo
islote a los 21 dias de gestacién disminuyendo la masa celular § formando islotes de menor
tamafo.

-Estas alteraciones producidas in utero se reflejan a los 20 dias de edad, las crias de madres
diabéticas presentan una disminucion en la produccién de Pdx.1, de insulina y GLUT2 en las
células f3, siendo menor el tamafio del islote y la masa celular {.

-A los 28 dias esta disminucién continud sobre la produccion de Pdx.1y GLUT2 e insulinay en
la edad adulta (90 dias), no se presentd diferencia en la produccién de Pdx.1 aunque si una
disminucion en la produccién de insulina y una disminucion drastica de GLUT2 y en la masa
celular p.

Por lo que podemos concluir que la diabetes materna ocasiona alteraciones in utero que
afectan la diferenciacién del islote durante el desarrollo fetal, produciendo en las crias
alteraciones metabdlicas (pre-diabéticas) como consecuencia de la produccion alterada de
proteinas clave (Pdx.1, insulinay GLUT2) en la homeostasis de la glucosa. A pesar de presentar
uan reduccion en la masa celular (3 las crias de madres diabéticas compensan esta perdida en
funcién con mecanismos de remodelacién y proliferacion celular durante la vida postnatal.
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