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Resumen
La masa total de las células beta es importante para mantener una produccion y secrecion de
insulina adecuadas. Se sabe que la serotonina participa en la modulacién de la masa de las células
B. En nuestro estudio se explord el papel de la deficiencia de triptofano en la secreciéon de
insulina y la masa de la célula B en ratones C57BL6 durante la fase final de la gestacion y la
lactancia usando como estrategia el efecto de la restriccion de su precursor, el triptofano. Los
resultados indican que el consumo de una dieta deficiente en triptofano afecta la homeostasis de
la glucosa, el consumo de alimento y la ganancia de peso corporal durante la etapa final de la
gestacion. Al término de 21 dias de tratamiento después del parto, el grupo deficiencia de
triptofano no mostro diferencia con su grupo control. Un hallazgo interesante en nuestro estudio
fue que diferentes tipos de lactancia (intermiten vs. continua), presentan diferencias en la
homeostasis de la glucosa y la morfometria de los islotes pancreaticos al termino de 21 dias de

lactancia.



Introduccion

PANCREAS

El pancreas es un 6rgano mixto formado por dos tipos de glandulas: exocrina y endocrina. La
glandula exocrina o tejido acinar, representa cerca del 98% del volumen total del pancreas y
dentro de sus funciones esta la de participar en la digestion de lo alimentos a través de la sintesis,
almacenamiento y secrecion de diversas enzimas digestivas al lumen intestinal. La glandula
enddcrina o islotes de Langerhans, corresponde al 1-2% del volumen total del pancreas. Los
islotes de Langerhans se encuentran inmersos entre el tejido acinar, y participan en el control de
la homeostasis de la glucosa a través de la secrecion de diversas hormonas (Figura 1) [14-16].
Los islotes de Langerhans fueron descubiertos en 1869 por Paul Langerhans. Las
distintas células endocrinas que componen al islote producen y secretan diferentes hormonas: las
celulas beta (B) secretan insulina, las células alfa (a) secretan glucagén, las células delta (3)
secretan somatostatina, las células PP secretan polipéptido pancreatico, y las células épsilon (g)

que secretan grelina. (Figura 1).

Figura 1. Estructura del pancreas conformado por gldndulas exocrinas y endocrinas. Representacién
de los diferentes tipos celulares que conforman la parte endocrina del pancreas [11].



Las células p comprenden aproximadamente el 80% del volumen total del islote de
Langerhans [14-16]. Durante el posprandio, la secrecion de insulina por las células
desencadena en los tejidos como el musculo, higado y adiposo, una serie de respuestas que
permiten la captacién de glucosa.

La secreciéon de insulina en respuesta a glucosa requiere una serie de pasos en que
participan la oxidacion de glucosa, cambios electro-fisioldgicos, fusion de lo granulos que
contiene insulina con la membrana plasmatica y finalmente su secrecion al medio extracelular. El
proceso se inicia con el transporte de glucosa al interior de las células p por difusién facilitada.
La incorporacion de glucosa es mediada por proteinas transportadoras de glucosa (GLUT),
predominando en roedores la isoforma 2 de transportador de glucosa (GLUT2) [4].
Posteriormente, la glucosa se fosforila por la enzima glucocinasa para formar glucosa-6-fosfato.
La glucocinasa ademas de regular el flujo de la oxidacion de glucosa y la secrecion de insulina,
se considera un sensor de los niveles de glucosa en las células B [5] y participa en el proceso de
expansion de la masa de las células B[6, 7]. EI aumento en los niveles de ATP por la glucdlisis y
el ciclo de Krebs provocan el cierre de los canales de K+ sensibles a ATP (Katp). L0s canales
Katp sOn unidades de hetero-octameros compuestos por 4 subunidades del receptor 1 sulfonilurea
(SUR 1) y 4 subunidades de canales de K+ rectificadores internos Kir6.2 [8]. El cierre de los
canales Katp Ocasiona despolarizacion de la membrana plasmatica, activacion de los canales de
calcio dependientes de voltaje y la entrada de Ca*? del espacio extraceluar La movilizacion de las
reservas de Ca*? del reticulo endoplasmatico también participa en el aumento en los niveles en el
citoplasma. El aumento de Ca** en el citoplasma es la sefial que desencadena la secrecién de
insulina al permitir la fusion de los grdnulos que la contiene con la membrana plasmaética y la

liberacion de insulina a la circulacion (Figura 2)[10].



Figura 2. Modelo de secrecion de insulina estimulada por glucosa en las células B. La entrada de glucosa en la
celula ocasiona aumento del ATP, cierre de los canales de K+, despolarizacion de la membrana plasmatica y

entrada de Ca* del medio externo. El reticulo endoplasmatico también participa en el aumento de Ca*? .Esto
incrementa los niveles de Ca*en el citoplasma, fusién de los granulos que contienen insulina con la membrana
plasmaética y la secrecidn de ésta a la circulacion [4-10].

La secrecion de insulina por las células  estd modulada tanto por controles hormonales y
neuronales via activacion de receptores membranales [17]. En dicho control, la proteina de union
a guanosina trifosfato (GTP) interviene al regular la actividad de la adenilato ciclasa, fosfolipasa
C, canales iénicos y diferentes eventos que permitan incrementar los niveles de Ca™ del
citoplasma[18]. Ademaés, estudios recientes también proponen la participacion de la via
cGMP/PKG en las sefiales involucradas en la funcion de la células B y la secrecién de
insulina[19-22].

Ademas de una funcién adecuada de las células beta, la masa total de células beta también
es importante para mantener una produccion y secrecion de insulina adecuadas. Esta dada por el
nimero y tamafio de células, y se incrementa progresivamente durante los periodos fetal y
neonatal, alcanzando una meseta durante la adultez y decayendo gradualmente con la edad [23].



En los islotes pancredticos y las células B, un aspecto importante a considerar es su masa. La
disminucion parcial o total de la masa de células B es el comun denominador en la aparicion de
los diferentes tipos de diabetes. La masa de los islotes pancreaticos se regula por un estricto
balance entre la replicacion celular, hipertrofia y neogénesis; y la muerte celular, atrofia y
autofagia[16]. Los aspectos relacionados con la proliferacion, supervivencia y destruccion de la
celula B pancredtica han sido y siguen siendo objeto de estudio en busca de estrategias
terapéuticas para tratar la diabetes.

La masa de los islotes pancreaticos no permanece constante a lo largo de la vida y puede
adaptarse ante diferentes demandas metabdlicas y cambios fisiol6gicos. Estudios en roedores
adultos reportan la capacidad de las células B de adaptarse ante incrementos en la demanda de
insulina, mediante aumento en su masa y la secrecion de esta hormona[22]. Este proceso ocurre
en la gestacion, obesidad y pancreatectomia. Estos cambios adaptativos en la masa de los islotes
también son controlados por ajustes en la muerte, proliferacion y tamafio celular; y alteracion en

estos mecanismos participan en la aparicion de diabetes [14, 24, 25].

GESTACION

La gestacion es uno de los estimulos fisioldgicos mas fuertes para la expansion de la masa
de las células B (Figura 3). Durante este periodo, se presentan una serie de cambios cuyo objetivo
es permitir el crecimiento optimo del feto. Parte de los cambios que acontecen son las
modificaciones en los niveles de hormonas: aumento de progesterona, estrogenos, lactégeno
placentario y prolactina, cuya variacion con respecto al tiempo se esquematiza en la figura 4.

Ademés de los cambios hormonales, existen también cambios en las necesidades
energeéticas del feto que provocan en la madre resistencia a la insulina en tejidos periféricos[26,
27]. En la tabla 5 se presentan algunas moléculas y sus efectos en las células B y la accion de la

insulina durante la gestacion[1, 2].



Figura 3. Cambio en la masa de las células B durante la gestacion y el post-parto. Durante la
gestacion existe un aumento en la replicacion y el tamafio de las células B que alcanzan su
punto m&ximo al dia 14 de gestacion en roedores (G14). Al final de la gestacion y durante la
lactancia aumenta la apoptosis de las células B lo que contribuye a la disminucién en la
masa de las células B [12].

Figura 4. Esquema de los cambios hormonales durante la gestacion en roedores. En los primeros dias de
gestacion hay un incremento de 17p-estradiol (E2) y progesterona (P). A la mitad de la gestacion
aumenta el lactdgeno placentario (PL). Durante los dias finales de la gestacion se incrementa prolactina
(PRL), hay un segundo incremento de E2 y PL; y disminuye P. [13].
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Tabla 5. Efectos de las algunas moléculas que modifican sus niveles durante la gestacion [1-3].

La resistencia a la insulina en la madre es un evento que acontece de manera normal
durante la gestacion para permitir la homeostasis energética entre la madre y el feto[26, 27].
Como respuesta a esta necesidad, en los islotes pancreaticos se efectian mecanismo adaptativos
que permiten incrementar la secrecion de insulina y compensar la resistencia a la insulina[28-32].
Estos mecanismos adaptativos incluyen el aumento en la secrecion de insulina estimulada por

glucosa y el aumento en la masa de los islotes pancreaticos (Figura 6)[29].

Figura 6. Mecanismo de compensacién de la célulap durante la gestacion. La resistencia a la insulina y la
hiperglucemia desencadenan aumento en la secrecidn de insulina estimulada por glucosa y el aumento en la masa de
los islotes pancreéticos.



Gran parte de estos cambios adaptativos en los islotes se producen por elevacion de
prolactina y lactégeno placentario, los cuales se saben que son reguladores de la masa de las
celulas B durante la gestacion [28, 33-35]. La funcidn de las hormonas lactogénicas se produce a
través de union al receptor de prolactina (PRLRs), lo que permite la activacion de la via de la
cinasa Janus 2 / transductor de sefiales y activador transcripcional 5 (JAK2/STAT5)[36, 37];
también se sabe que activan la via RAS - FAS de proteinas cinasas activada por mitégeno
(MAPK) vy la via fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K)[33]. Sin embargo, este aumento en las
hormonas lactogénicas no puede explicar completamente las modificaciones que se produce en el
islote durante la gestacion. Los niveles de lactogeno placentario y prolactina aumentan hacia el
final de la gestacion, y durante la lactancia permanecen aumentados los niveles de prolactina. No
obstante, la proliferacion y la masa de las células B alcanzan su pico méaximo a la mitad de la
gestacion y regresan a los niveles normales (previo a la gestancion) durante la lactancia [33, 34,
38, 39]. En el 2010, un grupo de investigadores en San Francisco[40] elucidaron el posible
mecanismo mediante el cual las hormonas lactogénicas desencadenan el aumento en la masa de
las células B durante la gestacion.

Un grupo de investigadores dirigidos por el Dr. German, encontraron que durante la
primera mitad de la gestacion, justo cuando la masa de las células B ha alcanzado su pico
méaximo, la sefial lactogénica incrementa la expresion de la enzima limitante para la sintesis de
serotonina: hidroxilasa de triptofano 1 (Tphl). Ellos encontraron que la serotonina dirige el
aumento en la replicacion de las células  durante la gestacion para incrementar la masa de las
celulas B. La inhibicion de la sintesis de serotonina por restriccion dietaria de triptofano o
inhibicion de la Tph1, no permiten la expansion de la masa de las células B e induce intolerancia
a la glucosa durante la gestacion sin afectar la sensibilidad de la insulina. En las células B de las
ratonas gestantes, la expresion del receptor de serotonina, 5- hidroxitriptamina 2b (HTR2b), se
correlaciona con el periodo de incremento de la replicacion y masa de las células B. La pérdida
del receptor Htr2b no permite la expansion de la masa de las células p. Ademas, la inhibicion de
la actividad de Htr2b por agentes farmacologicos durante la gestacion también induce
intolerancia a la glucosa, disminucion de la proliferacion y de la masa de las células p[40].

Basados en los resultados antes mencionados, se propone que la sefial lactogénica durante
la gestacion induce la expresion de las enzimas de sintesis 5-hidroxitriptamina, mejor conocido

como serotonina (5-HT) mediante la via de JAK2/STATS5, lo que provoca aumento en los
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niveles intracelulares de serotonina. Posteriormente, la serotonina se secreta para actuar de
manera autocrina y paracrina sobre las células B. Durante la primera mitad de la gestacion, la
serotonina se une al receptor HTR2b, el cual se encuentra sobreexpresado, lo que permite el
aumento de la proliferacion y la masa de las células B. En el periodo final de la gestacion y las
primeras semanas de la lactancia, disminuye la expresion del receptor HTR2b y aumenta la
expresion del receptor 5-hidroxitriptamina 1d (5SHTR1d), lo cual coincide con el inicio en la
reduccion de la proliferacion y la masa de las células B hasta los niveles previos a la gestacion.
(Figura 7)[40, 41].

Figura 7. Mecanismo propuesto mediante el cual las hormonas lactogénicas, a traves de la
serotonina y de manera autocrina y paracrina, controlan la proliferacion de las células f.

SEROTONINA

La serotonina, es una hormona con diversas funciones en el sistema nervioso central y en
tejidos periféricos. Para su sintesis es necesario el aminodcido esencial L-triptofano que es
hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por la hidroxilasa de triptofano. Finalmente, el 5-HTP
es descarboxilado por la descarboxilasa de aminoécidos L—aromaticos para formar 5-HT (Figura
8)[42].

Figura 8. Conversion de triptofano a serotonina.



La 5HT ejerce su funciéon en las células a través de una larga familia de receptores
acoplados a proteinas G y a la apertura de canales idnicos [43]. En el sistema nervioso central
(SNC), las funciones de la serotonina son variadas. Estan relacionadas con la accién del sistema
serotoninérgico en donde regula, por ejemplo, la temperatura, apetito, ciclo del suefio, emesis, la
conducta sexual y la nocicepcion. Alteraciones en el sistema serotoninérgico en el SNC, tienen
implicaciones en la patogénesis de diversos trastornos psiquiatricos y neurolégicos como
depresion y manias[42, 44]. Ademas de su accion como neurotransmisor en el SNC, actualmente
se tiene interés en la participacion de la serotonina en la regulacion de diversas funciones en
diversos tejidos periféricos.

La serotonina esta presente en muchos tejidos, ademas del cerebro: pulmén, rifidn,
plaquetas, tracto gastrointestinal, hueso y pancreas, entre otros[42]. La serotonina participa en la
agregacion plaquetaria mediada por el receptor 5-HT2 localizado en la superficie de las plaquetas
[45-47]. En la glandula mamaria participa en la regulacion de su desarrollo[48-50]. En hueso, la
serotonina parece estar involucrada en el mantenimiento de su metabolismo y la regulacién de su
masa[51-53]. En el intestino, estd implicada en la motilidad y secrecién[54-56]. En el higado,
probablemente participe en su regeneracion[57, 58]. La serotonina también tiene efectos en la
morfologia de diversas células: efectos de constriccion en vasos sanguineos[59], induce cambios
en el musculo esquelético[60], plaquetas[61], células endoteliales[62] y fibroblastos[63]. Ademas
de su funcion en cambios los morfoldgicos, la serotonina también participa en la proliferacion
celular en diversos tejidos; por ejemplo, en células de mdsculo liso de las arterias
pulmonares[64].

En el pancreas, la presencia de serotonina en las células p se conocia desde varias décadas
atras, pero su funcion era totalmente desconocida[65]. Actualmente se sabe que la serotonina
participa en la modulacién de la proliferacion y de la masa de las células B[40, 41]. Durante la
gestacion diversos cambios metabdlicos acontecen, incluyendo resistencia a la insulina. Para
sobrellevar esta resistencia a la insulina, el pancreas incrementa el tamafio y el nimero de células
B para aumentar la cantidad de insulina[29]. Si este mecanismo no se lleva a cabo, existe una
alteracion en la homeostasis de la glucosa y la aparicion de diabetes mellitus gestacional[14].
Estos nuevos conocimientos en los mecanismos de modulacion de la masa de las células p por
parte de la serotonina, son importantes e importante a considerar en el uso de medicamentos y

recomendaciones dietéticas durante la gestacion.
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Lactancia

Durante la lactancia, en la madre se llevan a cabo una serie de cambios metab6licos y hormonales
que favorecen su adaptacion a los cambios en las necesidades energéticas durante este periodo.
Ademas, también se revierten todos los cambios fisiol6gicos y estructurales realizados en ciertos
organos durante la gestacion. Uno de los 6rganos que atraviesa por diversos cambios estructdrale
y funcionales después del parto es el pancreas

Después del parto, todos los cambios realizados en los islotes durante la gestacion son
revertidos, permitiéndoles recuperar las caracteristicas previas a la gestacion. Se especula que son
hormonas las que también participan en dichos cambios en los islotes [66-69]. Los cambios en la
masa de los islotes y en la secrecién de insulina en respuesta a glucosa ocurren paulatinamente en
los primeros dias de iniciada la lactancia [70-72]. Parte de estos cambios en los islotes después
del parto podrian estar dados por disminucion en la expresion del receptor de serotonina HTR2b
y aumento en el receptor SHTR1d, lo que permitiria la disminucion en la proliferacion y la masa
de los islotes [40, 73]. También se considera la participacion de los glucocorticoides en las
modificaciones de los islotes después del parto [39, 40]. Diversos estudios reportan los efectos de
los glucocorticoides sobre la funcion de los islotes pancreéticos y células g [74-77], incluyendo
modificacion en la proliferacion y apoptosis [66]; y la secrecion de insulina durante la lactancia
[78-82]. Sin embargo, hasta la fecha se desconocen los detalles de los mecanismos de involucion

de los islotes y los cambios en la secrecién de insulina durante la lactancia.



Planteamiento del problema

Durante la gestacion los requerimientos de energia del feto provocan cambios en el metabolismo
materno que permiten la expansion de la masa de las células B y aumentos en la secrecion de
insulina. Parte de estos cambios adaptativos se produce por elevacién de las hormonas
lactogénicas. Sin embargo, este aumento no explica completamente las modificaciones que se
producen en el islote durante la gestacion. Estudios recientes han encontrado que coincidente con
la expansién de la masa de los islotes en la gestacion, se produce aumento en la expresiéon de
genes que participan en la sintesis de serotonina y la accion de ésta. Se ha encontrado que durante
la primera mitad de la gestacion, existe un aumento en la expresion de la Thl, que incrementa en
la sintesis de serotonina. Esta por accién autocrina y paracrina, se une al receptor HTR2b
aumentando la proliferacion y la masa de las células B. Cuando disminuye la sintesis de
serotonina por restriccion en la dieta de triptofano o se interfiere con su accion con los receptores,
se afecta la expansion de las células B. En el periodo final de la gestacion, se produce una
disminucion en la expresion del receptor HTR2b y se aumenta la expresion del receptor SHTR1d.
Se ha propuesto que los cambios en la expresion de estos receptores son los responsables de la
disminucion de la proliferacion y la masa de las células B en las etapas finales de la gestacion y la
lactancia. De manera similar a los estudios durante la primera mitad de la gestacion, en este
proyecto proponemos estudiar cual es la participacion de la serotonina durante la fase final de la
gestacion y la lactancia usando como estrategia el efecto de la restriccion de su precursor, el
triptofano. Los resultados que se obtengan en este proyecto ayudaran a la comprension de los
mecanismos que participan en la regulacion de la masa de las celulas B y la secrecion de la
insulina, factores de importancia critica en el desarrollo de diabetes. Entender estos mecanismos
brindara nuevas claves para el desarrollo estrategias terapéuticas para el mejoramiento de la

respuesta de las células B durante la diabetes.

Hipdtesis
Si el metabolismo y la via de sefializacion del triptofano, a través de la serotonina, participan
durante la lactancia en la reduccion de la proliferacion y la masa de las células B, estos eventos

permitiran a los islotes regresar a las condiciones previas a la gestacion al finalizar éste periodo.
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Objetivos

Determinar cudl es el papel de la deficiencia de triptofano en la secrecion de insulina y la masa de

la célula B durante la lactancia.

Objetivos particulares

Analizar los cambios que produce la deficiencia de triptofano durante la lactancia sobre:
1.- La masa de las células f.
2.- La concentracion de insulina en suero.

3.- La homeostasis de glucosa.

Metodologia

Modelo animal.

Ratonas de la cepa C57BL/6 fueron apareados, colocando en cada caja de bioterio dos ratonas y
un ratén macho. Los animales se monitorearon hasta la aparicion del tapon vaginal. A partir del
dia de aparicién del tapén vaginal (GO0), las ratonas recibieron una dieta con los requerimientos
necesarios (2018S Teklad Global 18% Protein Rodent Diet). A partir del dia 14 de gestacion, las
ratonas se separaron en dos grupos y se cambio el tipo de dieta. EI grupo control que recibi6 una
dieta con los requerimientos necesarios de vitaminas y nutrimento (Baker aminoacid diet, 44181);
el grupo experimental que recibié una dieta deficiente de triptofano (Baker aminoacid diet
w/0.04%, 1812281), dietas que se mantuvieron durante todo el periodo de lactancia. Después del
parto, las ratonas se separaron en tres grupos: un grupo sometido a lactancia continua bajo una
dieta conteniendo los requerimientos necesarios de nutrimentos y vitaminas (Baker aminoacid
diet, 44181), que se denomina grupo control de lactancia continua o normal. Dos grupos que se
sometieron a un proceso de lactancia consistente en estimular el proceso de lactancia en la madre,
colocéndoles las crias al menos 4 horas al dia, que se denomina lactancia pausada. Uno de estos

grupos recibid la dieta conteniendo los requerimientos necesarios de nutrimentos y vitaminas



(Baker aminoacid diet, 44181) y el otro grupo se le sometié a lactancia pausada bajo una dieta
deficiente de triptéfano (Baker aminoacid diet w/0.04%, 1812281).

Durante el periodo de experimentacion se realizd en las madres mediciones de peso
corporal, consumo de alimento y curvas de tolerancia a la glucosa, asi como el analisis de las
concentraciones en sangre de glucosa e insulina. Al término de los 21 dias de lactancia, las
madres se sacrificaron previa anestesia con Sevofluorane y se extrajo el pancreas que se procesé
para efectuar los estudios de inmunohistoquimica. Todos los procedimientos se llevaron a cabo
de acuerdo con el Reglamento para el Cuidado y Manejo de los Animales del Instituto de

Investigaciones Biomédicas.

Inmunohistoquimica

Se realizd de acuerdo con el protocolo previamente reportado por nuestro laboratorio [64] en el
que se fijaron los pancreas en paraformaldehido al 4%, se deshidrataron y embebieron en
parafina. Se realizaron cortes de 0.5 um y se fijaron en laminillas. Posteriormente los corte se
desparafinaron, rehidrataron y permeabilizaron con 0.3% Triton X-100 (Calbiochem, Darmstadt,
Germany) y se bloquearon con suero bovino al 3% (Microlab, Aguascalientes, México). La
tincion inmunohistoquimica de fluorescencia se realizé incubando a 4°C por toda la noche con
anticuerpos para: Insulina (1:150, Sigma) y Glucagon (1:4500, Sigma). Se utilizaron anticuerpos
secundarios acoplados a FITC (1:200, Jackson) y Cy3 (1:800, Jackson). Los ndcleos se tifieron
con DAPI durante 1 min. Finalmente, se lavaron las laminillas con PBS1x por 5 min tres veces y
se cubrieron con cubreobjetos montados con medio para montaje fluorescente (Dako). Las
imagenes se obtuvieron con un sistema de microscopia de campo amplio Axioskop 2 plus (Zeiss,
Thornwood,NY) acoplado a una lampara de fluorescencia de mercurio (FluoArc) con una
camara AxiocamRm.

El analisis morfométrico se realiz6 en 4 aminillas de cada raton, en un total de 4 ratones por
grupo. Las laminillas se analizaron utilizando un microscopio Olympus 1X70 (Tokyo, Japon)
acoplado a una lampara de halégeno y se adquirieron las imagenes de todos los islotes
observados en el corte con una cadmara Hammamatsu (Hammamatsu City, Japan) utilizando los
mismos parametros de configuracion para todas las laminillas. Se cuantificaron las areas de los

islotes y las células positivas a insulina (células beta) asi como el area total del corte, usando el
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software Image J 1.40 (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD).

Cuantificacién de insulina en sangre.

Se colectaron muestras de sangre de ratdn en tubos de polipropileno con 5 ul de heparina y 5ul de
inhibidor de proteasas Complete® (Roche). Los tubos se centrifugaron a 10000 x g durante 10
min a 4°C. El plasma se separd y se almacend a -20° C. Las concentraciones de insulina se
midieron por ELISA, usando un kit ALPCO (ALPCO Diagnosis), de acuerdo al protocolo de 25
ul proporcionado por el proveedor. La absorbancia se midio usando un lector de placas de ELISA
Labsystems Multiskan MS (Labsystems). Todas las mediciones se hicieron por duplicado.

Curvas de tolerancia a la glucosa.

Para la curva de tolerancia a la glucosa, los ratones se sometieron a un ayuno de 16 h antes de
la prueba. A cada ratdn se le inyect6 glucosa (2g/kg peso corporal) por via intraperitoneal, y la
sangre se colectd antes de la inyeccion de glucosa, asi como a los minutos 15, 30, 60, 90 y 120
después de la inyeccion. La glucosa en sangre fue cuantificada con un glucémetro (Precision
QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories Company).

Andlisis estadistico

Los datos representan la media + ES. n es el nmero de muestras o sujetos evaluados. El anlisis
estadistico se realizo utilizando del software GraphPad Prism (Abacus Concepts, Berkeley, CA,
USA). Los datos se analizaron por medio de una prueba de t de Student o un ANOVA de dos
vias. Los valores de p menores a 0.05 son considerados como estadisticamente significativos.



Resultados

GESTACION

A partir del dia 14 de gestacion, los ratones se separaron en dos grupos: un grupo que recibié una
dieta conteniendo los requerimientos necesarios de nutrimentos y vitaminas (Baker aminoacid
diet, 44181) en tanto que el otro se mantuvo bajo una dieta conteniendo deficiencia de triptofano
(Baker aminoacid diet w/0.04%, 1812281).

Cambios que produce el cambio de dieta sobre el peso corporal v el consumo de alimento en

el periodo final de la gestacion.

El incremento en el peso corporal entre el dia 14 de gestacion y hasta el dia 18 de gestacion (dia
del parto) con las diferentes dietas, mostré un aumento final de 24.3% en el grupo alimentado con
la dieta control y de 4.1 % en el grupo alimentado con la dieta deficiente de triptofano (p<0.05)
(Figura 9).

Figura 9. Porcentaje de peso ganado durante el cambio de dieta en ratones control (triangulo rojo)

y deficiente en triptofano (circulo azul) entre los 14 y 18 dias de gestacién. Los datos representan

la media + ES. n=13 ratones por grupo. *p<0.05 comparado con el control.
En la relacion con el consumo de alimento/peso corporal, el grupo alimentado con la dieta
deficiente en triptofano presenté un menor consumo de alimento que el grupo control al dia 15y

16 de gestacion (p<0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Relacion de consumo de alimento con respecto al peso del animal en ratones control
(circulo azul) y deficiente en triptofano (triangulo rojo) durante el cambio de dieta entre los dias 14 y
18 dias de gestacion. Los datos representan la media = ES. n=12-16 ratones por grupo. *p<0.05
comparado con el control.

Curva de tolerancia a la glucosa al dia 17 de gestacion.
Con el fin de dilucidar como afecta la dieta deficiente de triptofano la homeostasis de la glucosa

durante el periodo final de la gestacidn, efectuamos el analisis de pruebas de tolerancia a la
glucosa. Nuestros resultados muestran una disminucion en las concentraciones de glucosa a los
15 min posteriores a la inyeccion de glucosa en los ratones alimentados con la dieta deficiente en
triptofano (P<.05) (Figura 11).

Figura 11. Curva de tolerancia a la glucosa al final de la lactancia en ratones control (circulo azul) y
deficiente en triptofano (triangulos rojo); n = 7 animales por grupo. *P<.05 comparado con el control. Los
datos representan la media + ES.

LACTANCIA

Uno de los problemas enfrentados en el desarrollo del trabajo experimental durante la lactancia,
radicé en que el grupo alimentado con la dieta deficiente en triptofano cometia canibalismo hacia

sus crias, esto ocasiond la necesidad de evitar el ataque de las madres deficiente en triptofano



hacia sus crias, sin eliminar el estimulo de la lactancia, el cual es importante para la secrecién
hormonal[83-85] por lo que se restringio la lactacion a un periodo de 4 horas (lactancia pausada)
sujeto a observacion; también se incluy6 un segundo grupo sometido a un proceso de lactancia

continua o normal en el que las crias estaban las 24 horas del dia con su madre.

CAMBIOS QUE SE PRODUCEN EN EL PERIODO DE LACTANCIA EN RESPUESTA AL
TIPO DE LACTANCIA.

El grupo control con lactancia contintia, presenta una tendencia de mayor consumo de
alimento y mayor ganancia de peso a lo largo de la lactancia, comparado con el grupo control
sometido a lactancia pausada. (Figura 12 y 13).

Figura 12 y 13 .Porcentaje de cambios de peso corporal (grafica de la izquierda) y cconsumo de alimento
(grafica de la derecha) lo largo del periodo de cuatro semanas después del parto en ratones control lactancia
pausada (circulos azules) y control lactancia continua (linea punteada). n=6 ratones para cada grupo. *p<0.05
comparado con el control Los datos representan la media + ES.

Al final de la lactancia, el analisis de las concentraciones de insulina en sangre revelé que el
grupo alimentado con dieta control bajo lactancia continua present6 una concentracion mayor de
insulina (0.91 ng/ml) comparado con el grupo bajo dieta control de lactancia pausada, sin
embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa (P>0.05) (Figura 14). Por el contrario,
el grupo lactancia continua en el anélisis de las concentraciones de glucosa durante la prueba de
tolerancia reveld una concentracion de glucosa menor a los 15 y 30 minutos (P<0.05) comparado

con el grupo de lactancia pausada (Figura 15).
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Figura 14 y 15. Concentracion de insulina en sangre ( grafica de la izquierda) y curva de
tolerancia a la glucosa (grafica de la derecha) al final de la lactancia en ratones control
lactancia pausada (barra con relleno azul y circulo azules) y control lactancia continua (barra
con relleno lineal y linea punteado); n = 6-7 animales por grupo. *P< .05. Los datos

En nuestro estudio, el tipo de lactancia no modifico el peso del pancreas en los ratones (Figura
16).

Figura 16. Peso pancreas en ratones control lactancia pausada (barra con relleno azul)
y controla lactancia continua (barra con relleno lineal); n = 5-7 animales por grupo.
*P<.05. Los datos representan la media + ES.

Con respecto en el tamafio promedio de los islotes encontrados al final de la lactancia, nuestros
estudios también revelaron que el tipo de lactancia a la que estuvieron sometidos los ratones
produjo diferencias en la morfologia de los islotes. Se encontrd que los islotes de las ratones con
lactancia pausada tuvieron mayor tamafio promedio de islotes ( 20 480 um?) (Figura 17, 18 y 19)
, mayor proporcion de células beta (91.18 %) y menor de células alfa (8.82 %) (Figura 20 y 21)
que los animales bajo lactancia normal ( 12 709 pm? tamafio promedio de islote; 88.33 % células
betay 11.67 % células alfa) (P<0.05).



Figura 17 y 18. Tamafio de los islotes (grafica de la izquierda) en ratones control lactancia pausada
(barra con relleno azul) y control lactancia continua (barra con relleno lineal); n = 5-7 animales por
grupo. Distribucion de frecuencias del tamafio de los islotes (grafica de la derecha), expresado como
el porcentaje del nimero total de islotes medidos en ratones control (circulos azules) y ratones
control lactancia continua (linea punteada). n =122 islotes (deficiente en triptofano) y 111 islotes
(control lactancia pausada). *P<.05. Los datos representan la media + ES.

Figura 19. Cortes de pancreas de ratonas madres al final de una lactancia de 21 dias y alimentados con una
dieta control lactancia pausada (panel de la izquierda) y dieta control lactancia continua (panel de la
derecha). Los cortes se tifieron por inmunofluorescencia con anticuerpos anti-insulina (verde) y anti-
glucagon (azul) para localizar a los islotes pancredticos. Las fotografias corresponden a islotes
representativos de los encontrados en 4-5 individuos de cada grupo experimental. Las barras equivalen a 50
um.
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Figura 20 y 21. Proporcidn de células beta (grafica de la derecha) y alfa (grafica de la izquierda)
en el islote de las madres al final de una lactancia de 21 dias y alimentados con una dieta control
lactancia pausada (barra con relleno azul) y dieta control lactancia continua (barra con relleno
lineal); n = 122 islotes (deficiente en triptofano) y 111 islotes (control lactancia pausada). Los
valores representan la media + ES. *p<0.05 comparado con el control.

CAMBIOS QUE SE PRODUCEN EN EL PERIODO DE LACTANCIA EN RESPUESTA AL
TIPO DE DIETA

El grupo experimental con dieta deficiente en triptofano, se sometio también al proceso de
lactancia pausada, al igual que el grupo control.

Peso corporal y consumo de alimento.

El tipo de dieta en los grupos de lactancia pausada no produjo cambios significativos en el
porcentaje de cambio en el peso corporal ni en el consumo de alimento durante estos periodos
(Figura 22 y 23).

Figura 22. Porcentaje de cambios de peso corporal a lo largo del periodo de cuatro semanas después
del parto en ratones control (circulos azules) y ratones deficientes en triptofano (triangulos rojos). n=6
ratones para cada grupo. Los datos representan la media + ES.



Figura 23. Consumo de alimento a lo largo del periodo de cuatro semanas después del parto en en ratones
control (circulos azules) y ratones deficientes en triptofano (tringulos rojos). n=6 ratones para cada grupo.
Los datos representan la media + ES.

Curva de tolerancia a la glucosa.

Al final de la lactancia, el analisis de las concentraciones de glucosa durante la prueba de
tolerancia revel6 diferencias (P< 0.05) a los minutos 15 y 30 después de la administracion de
glucosa, entre los grupos que estuvieron bajo lactancia pausada recibiendo dieta control y dieta
deficiente en triptofano (Figura 24).

Figura 24.Curva de tolerancia a la glucosa al final de la lactancia en ratones control (circulos
azules) y ratones deficientes en triptofano (rombo rojos). n = 7 animales por grupo. *P<.05
comparado con el control. Los datos representan la media + ES.

Concentracion de insulina en suero.

Al final de la lactancia, el analisis de las concentraciones de insulina en sangre revelé que el
grupo alimentado con una dieta deficiente en triptofano, presentd una concentracion de 0.378

ng/ml de insulina en tanto que el grupo control sometido a lactancia pausada presentd
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0.645ng/ml. Sin embargo, este resultado no muestra diferencia significativa entre los grupos

(Figura 25).

Figura 25. Concentracion de insulina en sangre la final de la lactancia en ratones control lactancia
pausada (barra relleno azul) y deficiente en triptofano (barra sin relleno); n = 6 animales por grupo.
Los datos representan la media + ES.

Peso del pancreas.

Al final de la lactancia se encontr6 que la diferencia del tipo de dieta modificd el peso del
pancreas; siendo menor el peso del pancreas en los ratones alimentados con la dieta deficientes en

triptofano (Figura 26) comparado con el control lactancia pausada.

Figura 26. Peso pancreas en ratones control lactancia pausada (barra con relleno azul) y
deficiente en triptofano (barra sin relleno); n = 5-7 animales por grupo. *P<.05. Los datos
representan la media + ES.



Histologia y morfologia del islote.

Con respecto en el tamafio promedio de los islotes encontrados al final de la lactancia, parece
existir una tendencia de menor tamafio en el grupo con deficiencia en triptofano, no obstante esta
diferencia no es significativa estadisticamente (P>0.05) (Figura 27). En el grupo que recibio la
dieta deficiente de triptofano se encontré un nimero escaso de islotes con tamafio entre 50,000 y
60,000 um?, en tanto que en el grupo de lactancia pausada que recibié la dieta control se
observan islotes hasta de 70,000 pm? los cuales no se observaron en los animales del grupo
deficiente (Figura 28 y 29). El andlisis de la frecuencia de las células beta reveld que el grupo
control de lactancia pausada presentd mayor porcentaje de células beta (91.18 %) (Figura 30) y
un menor porcentaje de células alfa (8.82 %) (Figura 31), que los presentados en el grupo
deficiente en triptofano bajo el mismo tipo de lactancia (87.06 % células beta y 12.94 % células
alfa) (P< 0.05).

Figura 27. Tamafio de los islotes en ratones control lactancia pausada (barra con relleno azul) y deficiente
en triptofano (barra sin relleno); n = 5-7 animales por grupo. *P<.05. Los datos representan la media +
ES.

Figura 28. Distribucion de frecuencias del tamafio de los islotes, expresado como el porcentaje del nimero
total de islotes medidos en ratones control (circulos azules) y ratones deficientes en triptofano (triangulos
rojos). n =122 islotes (deficiente en triptofano) y 111 islotes (control lactancia pausada).
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Figura 29 . Cortes de p&ncreas de ratonas madres al final de una lactancia de 21 dias y alimentados con
una dieta control (panel de la izquierda) y una dieta deficiente de triptofano (panel de la derecha). Los
cortes se tifieron por inmunofluorescencia con anticuerpos anti-insulina (verde) y anti-glucagon (azul)
para localizar a los islotes pancreéticos. Las fotografias corresponden a islotes representativos de los
encontrados en 4-5 individuos de cada grupo experimental. Las barras equivalen a 50 um.

Figura 30. Proporcion de células beta en el islote de las madres al final de una lactancia de 21
dias y alimentados con una dieta control (barra con relleno azul) y una dieta deficiente de
triptofano (barra sin relleno); n = 122 islotes (deficiente en triptofano) y 111 islotes (control
lactancia pausada). Los valores representan la media + ES. *p<0.05 comparado con el control.



Figura 31. Proporcion de células alfa en el islote de las madres al final de una lactancia de 21 dias y
alimentados con una dieta control (barra con relleno azul) y una dieta deficiente de triptofano (barra
sin relleno); n =122 islotes (deficiente en triptofano) y 111 islotes (control lactancia pausada). Los
valores representan la media = ES. *p<0.05 comparado con el control.

30



Discusiéon de Resultados

Actualmente, la serotonina ha despertado gran interés debido a su participacion en la modulacion
de diversas funciones en tejidos periféricos, incluyendo el pancreas [40, 42, 45-64]. Desde los
afios 80s se conocia que los islotes pancreaticos almacenaban serotonina [63], sin embargo su
funcidn era desconocida. Fue hasta el 2010 que se pudo elucidar la funcion de ésta en los islotes
pancreticos, en particular durante la gestacion. Se ha encontrado que la serotonina durante la
primera mitad de la gestacion aumenta en la replicacion de las células  para incrementar la masa
de las células B, a través del receptor 5- hidroxitriptamina 2b (HTR2b) [40]. aumenta en la
replicacion de las células B para incrementar la masa de las células 3, a través del receptor 5-
hidroxitriptamina 2b (HTR2b). La inhibicion de la sintesis de serotonina por restriccion dietaria
de triptéfano o inhibicion de la Tphl, no permite la expansion de la masa de las células B e
induce intolerancia a la glucosa durante la gestacion sin afectar la sensibilidad de la insulina. En
el periodo final de la gestacion, se encontrd que existe una disminucién en la expresion del
receptor HTR2b y se aumenta la expresion del receptor 5SHTR1d. Se ha propuesto que los
cambios en la expresion de estos receptores son los responsables de la disminucion de la
proliferacion y la masa de las células B en las etapas finales de la gestacion y la lactancia. Con
una estrategia mediante la restriccion de triptofano, similar a la que se utiliz6 para revelar que la
serotonina participaba en la expansion de la masa de los islotes durante la gestacion [40],
estudiamos cudl es la participacion de la serotonina durante el final de la gestacion y la lactancia
en ratones a los que se les administré una dieta deficiente baja en contenido de su precursor, el

triptofano.

EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE TRIPTOFANO AL FINAL DE LA GESTACION

Se sabe que en los roedores los islotes han alcanzado su tamafio maximo el dia 14 de
gestacion [28, 29, 40]. Con el fin de dilucidar qué accion tiene la serotonina en el islote
pancreatico durante la etapa final de la gestacion, sé investigo cual es el efecto de la deficiencia
de su precursor, el triptofano, a partir de este dia. Los resultados revelaron que la administracion
de la dieta deficiente en triptofano repercute en la homeostasis de la glucosa, la ganancia de peso
y el consumo de alimento durante el periodo de estudio. La carencia de triptofano y su

participacion como precursor de otras moléculas con funciones en la regulacion de apetito y el



sistema nervioso central (serotonina, niacina y melatonina); podrian dar una explicacién de los
efectos observados en el consumo de alimento y ganancia de peso.

Con respecto a la homeostasis de la glucosa, tres dias después del inicio de la dieta (dia 17
de gestacion) se observan modificaciones en la curva de tolerancia, encontrandose que el grupo
deficiente presentd menor concentracion de glucosa al minuto 15. (Figura 11). En la regulacion
de las concentraciones sanguineas en la curva de tolerancia a la glucosa participan tanto el
proceso de secrecion de insulina como la sensibilidad de los tejidos periféricos a la hormona.
Dado que en este periodo existe resistencia a la insulina [86], la curva de tolerancia en los
animales del grupo control resulta acorde con el efecto fisioldgico en este periodo. La mejor
tolerancia a la glucosa en el grupo deficiente podria deberse a una mejor respuesta a la accion de
la insulina en los tejidos periféricos, por lo que serd necesario efectuar otros estudios
especificamente dirigidos a analizar la sensibilidad a la insulina (prueba de tolerancia a la
insulina o clamps hiperinsulinemia-euglucemia) que permitan resolver esta duda. Si bien podria
considerarse que una mejor tolerancia a la glucosa en el grupo deficiente es benéfica, hay que
recordar que la funcion de la resistencia a la hormona durante el embarazo tiene como finalidad
favorecer la nutricion del feto, lo que sugiere que en las ratonas deficientes se ve comprometido
el desarrollo del producto. Hubiese sido interesante analizar el peso de las crias, sin embargo esta
medicion no se efectiio para evitar el rechazo de la madre a amamantar a los retofios por la
manipulacion de éstos.

A partir del cambio de dieta el dia 14 y hasta el final de la gestacidn, la deficiencia de
triptofano también repercute en el de peso corporal y consumo de alimento de la madre. En
nuestros experimentos, el grupo con la dieta deficiente en triptofano presentd un menor consumo
de alimento (Figura 10) y una menor ganancia (4.1 %) de peso corporal comparado con el grupo
control (24.3%) (Figura 9). La carencia de este aminoacido esencial y su participaciéon como
precursor de la serotonina quien cumple una funcion importante en el sistema nervioso central al

regular el apetito [42, 87] podrian dar una explicacion de los efectos observados.

COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS CON DIFERENTE TIPO DE LACTANCIA
El modelo experimental con el que se trabajo en esta tesis nos permitié observar que
existen diferencias entre los efectos que produce una lactancia continua y una discontinua.

Encontramos que existe mayor consumo de alimento en el grupo sometido a una lactancia
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continua. Esta observacion coincide con estudios [88-90] que han encontrado que en ausencia de
transferencia de nutrientes a las crias, las madres lactantes consumen menor cantidad de alimento.
Los resultados revelaron que los grupos que estuvieron bajo lactancia pausada presentaron
menor tolerancia a la glucosa, comparada con el grupo que estuvo bajo lactancia continua (Figura
24). Este hallazgo resulta sorprendente ya que sugiere que la frecuencia de succion tiene un
efecto sobre la homeostasis de la glucosa; sin embargo, este efecto no parece estar ligado a la
masa de los islotes ya que el area de los islotes y la frecuencia de las células beta es mayor en el
grupo bajo lactancia pausada que en el grupo de lactancia continua. Por lo tanto, aunque el grupo
sometido a lactancia pausada presenta mayor tamafio en los islotes y mayor proporcion de células
beta, se presenta menor tolerancia a la glucosa, lo que posiblemente esta relacionado con menor
sensibilidad a la insulina, por lo que sera necesario efectuar otros estudios especificamente
dirigidos a analizar la sensibilidad a la insulina (prueba de tolerancia a la insulina o clamps
hiperinsulinemia-euglucemia). Se encontraron también diferencias entre los dos grupos en la
proporcién de células alfa por islote, siendo menor en el grupo de lactancia pausada (Figura 31).
Otra diferencia entre los dos grupos se encontrd en la distribucion del &rea de los islotes, que en
el caso de la lactancia pausada se observd una mayor frecuencia de islotes de tamafios entre
10,000-20,000 um?, en tanto que en el grupo lactancia continua predominan islotes entre 1 000-8
000 pm?* (Figura 28) Este es el primer estudio que muestra que el tipo de lactancia afecta la
distribucion de éarea de los islotes.

Diversos estudios reportan la importancia de la lactancia en la homeostasis de la glucosa e
incidencia de Diabetes Mellitus 2 [91-97], sin embargo existe poca informacion de los eventos
que acontecen en el islote durante este periodo Este trabajo es el primero en analizar los cambios
en la distribucion de area de los islotes al final de la lactancia y las diferencias que produce la
restriccion parcial de la lactancia en la homeostasis de la glucosa y la masa de los islotes. Son
necesarios mas estudios que determinen las repercusiones del tipo de lactancia en la funcién y
morfologia de los islotes, asi como el curso temporal de cambios en la funcién y morfologia de
los islotes lo largo de la lactancia.

Como se sefiald en la seccion de resultados, con el fin de restringir el canibalismo de las
ratonas bajo la dieta deficiente de triptofano, se trabaj6 con dos grupos experimentales, sometidos

a cada uno a un proceso de lactancia consistente en colocar las crias durante 4 horas al dia, que



se denomina lactancia pausada. Bajo este tipo de amamantamiento, uno de ellos se mantuvo con

la dieta control y otro con la dieta deficiente en triptofano.

COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS DE LACTANCIA PAUSADA

La comparacién entre los grupos de lactancia pausada reveld que la restriccion del
triptofano en la madre no afecto significativamente el peso corporal, el consumo de alimento ni el
tamarfio promedio de los islotes con respecto al grupo control bajo lactancia pausada.
En nuestro estudio encontramos que la frecuencia de las células beta fue menor en el grupo
deficiente de triptofano, también se observé menor insulina en suero, sin embargo la diferencia
no fue estadisticamente significativa. La curva de tolerancia a la glucosa del grupo deficiente de
triptofano muestra menor area bajo la curva que en el grupo control. Dado que en nuestros
estudios se encontrd que la dieta deficiente de triptofano disminuye la proporcion de las células
beta, resulta mas probable que esta mayor tolerancia a la glucosa esta ligada a una mejor
respuesta a la accién de la insulina en los tejidos periféricos que ha una mejor secrecion de
insulina, sin embargo sera necesario realizar otros estudios que nos permitan responder esta
incognita

La frecuencia de las células alfa fue mayor en el grupo deficiente del aminoacido. Con
respecto a esta observacion, estudios en desnutricion proteica, revelan que en los islotes
sometidos a esta deficiencia aumentan el numero de células alfa en los islotes [98]. Los
resultados aqui obtenidos indican que un efecto similar se produce con la carencia de un
aminoéacido esencial como lo es el triptéfano. Otro aspecto que se vio afectado por la deficiencia
de triptofano fue el peso del pancreas, el cual fue menor al del grupo control (Figura 26). Dado
que el tejido mayoritario del pancreas corresponde al tejido acinar, la observacién obtenida en
este estudio sugiere que la deficiencia del aminoacido podria estar afectando a este componente
del pancreas. Si bien el efecto de la deficiencia de triptéfano sobre el tejido acinar resulta
interesante y ameritaria estudios posteriores, para este proyecto las alteraciones en la funcién y

estructura del tejido exocrino escapan de los objetivos planteados.
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Conclusion

El consumo de una dieta deficiente en triptofano a partir del dia 14 de gestacion afecta la
homeostasis de la glucosa, el consumo de alimento y la ganancia de peso corporal. Al dia 17 de
gestacion, los animales con dieta deficiente de triptofano no muestran una curva de tolerancia a la
glucosa tipica que sugiera resistencia a la insulina, usualmente presente en la gestacion.

La comparacién entre el diferente tipo de lactancia (pausada vs. continua) reveld que la
lactancia pausada aumento el tamafio de los islotes, la proporcidn de células beta y el area bajo la
curva de tolerancia a la glucosa, en tanto que disminuyd la proporcion de células alfa y no tuvo
cambios en el peso del pancreas.

Al término de 21 dias de tratamiento después del parto, en los grupos de lactancia pausada
se encontrd que la deficiencia de triptofano no mostrd diferencia en la curva de tolerancia a la
glucosa comparados con el grupo control de lactancia pausada. ElI tamafio de los islotes y la
proporciéon de las células beta fueron significativamente (p<0.05) menores en el grupo con
deficiencia de triptéfano, y su proporcion de célula alfa mayores que las del grupo control de
lactancia pausada. Si bien hubo menor concentracién de insulina en suero, esta no resultd
estadisticamente significativa (p>0.05).

De acuerdo con el planteamiento del problema, se esperaba que la restriccion de
triptofano en la dieta disminuyera la sintesis de serotonina en las células beta y por ende la
capacidad de interactuar con su receptor 5SHTR1d. De esta manera se esperaba que afectara al
pancreas endocrino impidiendo la reversion de la hipertrofia acontecida durante la gestacion,
encontrdndose al final de la lactancia islotes mas grandes en el grupo con dieta restringida del
aminoacido. Sin embargo se encontraron islotes mas pequefios y con menos células beta que su
grupo control correspondiente. Estudios especificamente disefiados bloqueando la interaccion de
la serotonina con su receptor serdn necesarios para probar la accion de la serotonina en la
restitucion del tamafio del islote en etapas posteriores a la primera mitad de la gestacion y la

lactancia.
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