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A. RESUMEN

La diabetes mellitus es un padecimiento que ha alcanzado proporciones
alarmantes tanto a nivel mundial como a nivel nacional. Por tal motivo el
desarrollo de la investigacion cientifica es indispensable con el fin de conocer
mas a fondo dicho padecimiento y poder desarrollar mejores estrategias para
su tratamiento e idealmente su cura. El periodo posterior al destete es un
periodo de ventana critica en el cual la exposicion a ciertos factores
ambientales puede programar la funcion de varios 6rganos en etapas
posteriores de la vida. Se ha encontrado que la suplementacién con la vitamina
hidrosoluble biotina en concentraciones farmacoldgicas favorece el
metabolismo de la glucosa y mejora el estado diabético. Sin embargo, se
desconoce si la suplementacion con biotina administrada durante el periodo de
ventana critica correspondiente al post destete tiene efectos ante el desarrollo

de la diabetes mellitus en la edad adulta.

En este trabajo analizamos los efectos de la suplementacion con biotina,
administrada durante el periodo de ventana critica posterior al destete, ante la
induccién de diabetes mellitus por dosis multiples de estreptozotocina en la
etapa adulta. Ratones Balb/c AnN Hsd hembra recibieron una dieta
suplementada con biotina (108 mg biotina / kg dieta) o una dieta control (0.9 mg
biotina / kg dieta) durante las 3 semanas posteriores al destete. Una vez
concluido dicho periodo, el grupo suplementado comenzé a recibir dieta control
hasta el final del experimento. A las 5 semanas posteriores al destete, se indujo
diabetes mellitus por el protocolo de dosis multiples de estreptozotocina (STZ)
a una parte del grupo control y del grupo suplementado, generandose cuatro
grupos: control, suplementado, control-STZ y suplementado-STZ. Al final de
este periodo, evaluamos la homeostasis de la glucosa, la secrecion de insulina
y se realizé un analisis morfométrico de los islotes pancreaticos por medio de
inmunohistoquimica. ElI peso del animal y el consumo del alimento fue

monitoreado durante todo el experimento.



Los resultados obtenidos mostraron que el grupo de animales diabéticos que
recibieron la dieta suplementada con biotina durante tres semanas posterior al
destete (suplementado-STZ) tenian una mejor homeostasis de la glucosa, una
recuperacion del peso corporal, una mejor secrecion de insulina y una
proporcion de ceélulas-f por islote mayor y una proporcion menor de ceélulas-a
en comparacion al grupo diabético no suplementado (control-STZ). Por otra
parte, el grupo suplementado pero no diabético (suplementado), presentd una
secrecion de insulina y una proporciéon de células-a por islote incrementada en
comparacion al grupo control. Sin embargo, ninguna diferencia en la

homeostasis de la glucosa fue observada entre ambos grupos.

En conclusién, la suplementacién con biotina durante el periodo de ventana
critica posterior al destete permiti6 un mejor enfrentamiento ante la induccion
de diabetes mellitus en la edad adulta, lo cual se reflejo en general por una
mejor homeostasis de la glucosa. Cabe mencionar que en condiciones
fisiolégicas, sin embargo, la biotina no afecta dicha homeostasis. Por ende, la
suplementacién con biotina administrada en edades tempranas en un modelo

murino, tiene un efecto protector ante la diabetes mellitus de la edad adulta.



B. INTRODUCCION

B. 1. El pancreas

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una parte exocrina y una
parte endocrina. El pancreas exocrino esta constituido por a) células acinares,
cuya funcién principal es la produccién y secrecién de enzimas, como la
tripsina , amilasa y lipasa, destinadas a la digestion de proteinas, carbohidratos
y lipidos, y por b) células ductales, las cuales se encargan de delimitar el
sistema por el cual las enzimas secretadas se transportaran hasta llegar al
duodeno (Shih et al. 2013). Por otra parte, el pancreas endocrino se encuentra
constituido por cumulos celulares de tamafo variable denominados islotes de
Langerhans o islotes pancreaticos, los cuales son los responsables de regular
la homeostasis de la glucosa a través de la secrecion de hormonas enviadas al
torrente sanguineo. La proporcion exocrina es de aproximadamente poco mas
del 95% de la masa pancreatica, mientras la parte endocrina va del 1 al 2%
(Murtaugh & Melton 2003). En la figura 1, se puede observar la organizacion
topolégica de un pancreas maduro, la cual consta de grupos de células
acinares fusionadas alrededor de los extremos de la red de células ductales,
mientras que los islotes pancreaticos se encuentran dispersos a través del

organo.
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Fig. 1 Conformacién del pancreas. Imagen modificada de Shih et al., 2013

B.1.1. Desarrollo del pancreas

El uso de técnicas mas sofisticadas, como lo es el trazado de linajes, ha
permitido saber que todos los tipos celulares pancraticos provienen de células
progenitoras comunes. Estos progenitores se desarrollan como primordios
celulares en la parte dorsal y ventral del endodermo del intestino anterior en el
dia embrionario 9.0 — 9.5 y 10.5 (dias post coito), respectivamente, en el
desarrollo del ratén (Merkwitz et al. 2013). Dicha regién del endodermo es
conocida también como anillo hepatopancreatico, debido a que también es el
lugar de origen del higado.

Poco después del surgimiento de los primordios pancreaticos dorsales y
ventrales estos comenzaran a aumentar de tamafo, compenetrandose a
través del mesénquima, debido al incremento en la proliferacion de las células
que los constituyen. Ademas, comenzaran a organizarse en un epitelio (epitelio
pancreatico), el cual dard pie a la formacidon de estructuras tubulares
ramificadas, todo esto durante el periodo denominado “transicion primaria”. El
periodo que abarca el dia embrionario 12.5 (dias post coito) hasta el nacimiento
es conocido como “transicion secundaria”, en el cual el epitelio pancreatico
continuara expandiéndose y ramificandose a la vez que se comenzara la

diferenciacion de células acinares, ductales y endocrinas (Shih et al. 2013).



Para dicha diferenciacion, el epitelio pancreatico se tendra que someter a
cambios estructurales que daran como resultado la formacién de dos regiones;
la apical y la troncal. Las regiones apicales se originaran en los extremos de
cada ramificacién del epitelio pancreatico, mientras que las células que se
encuentren en la parte interna de cada ramificacion conformaran la region
troncal. Estudios han revelado que la regién apical dara origen a las células
que formaran la parte acinar del pancreas y que estas habran sido en su
mayoria formadas alrededor del dia embrionario 15.5 (dias post coito). Mientras
tanto, la regién troncal se encargara de ser el origen de los linajes endocrino y

ductal.

La diferenciacion enddcrina comienza a partir de un conjunto de células en la
region troncal positivas al factor transcripcional Neurogenina 3 (Ngn3), por lo
que aquellas células que sean Ngn3 seran las progenitoras de las células
ductales. El modelo mas ampliamente aceptado indica que las células Ngn3*
se separan del epitelio pancreatico, a través de un proceso de delaminacién
para posteriormente segregarse en el tejido estromal cercano, dando pie a los

futuros islotes pancreaticos.

Otro evento clave en el desarrollo del pancreas ocurre en el dia embrionario
13.5, en el cual la region del intestino de donde surgié el brote ventral y el
dorsal girara de tal manera que estos terminaran fusionandose. Una vez hecha
esta fusion, el pancreas estara dividido en 3 porciones: cabeza, porcidon mas
proxima al duodeno y originada por el brote ventral; cuerpo, porcion central
relacionada mas al estomago; y la cola, porcion relacionada mas con el bazo y
la cual junto con la porcion del cuerpo son el resultado del brote dorsal
(Merkwitz et al. 2013).

B.1.2. Desarrollo de los islotes pancreaticos

Los islotes pancreaticos se encuentran conformados por 5 tipos de células,
siendo su producto de secrecion el principal criterio para distinguirlas. La
secrecion de glucagon es llevada a cabo por las células-a, mientras que las



células- se encargan de hacer lo propio con la insulina. Las células-d, PP y €
secretan somatostatina, polipétido pancreatico y grelina, respectivamente.
Como se mencion6 anteriormente, cada una de estas células proviene de
progenitores positivos a Ngn3 en el dominio troncal del epitelio pancreatico
durante el periodo de transicion secundaria (Dhawan et al. 2007).

La expresion de Ngn3 provoca que las células se sometan a un cambio
morfolégico, adquiriendo una forma de gota, lo cual hara posible la
delaminacién del epitelio pancreatico (Gouzi et al. 2011). Una vez delaminadas,
la diferenciacion hacia cualquier tipo de célula endocrina se llevara a cabo, lo
cual dependera del tiempo de expresion de Ngn3 (Johansson et al. 2007) y los
cambios en el patron de expresion génica a los que las células Ngn3® se
someten. La expresion de los factores transcripcionales Pax4, Pdx1, Nkx 2.2,
MafA y Nkx6.1 determinaran una diferenciacion hacia células-B; la expresion
del factor Arx hara lo propio para la diferenciacion hacia célula-a (Collombat et
al. 2003; Rojas et al. 2010). Finalmente, estas células diferenciadas se
agregaran para formar el islote pancreatico. Cabe mencionar que durante el
periodo de transicion primaria se ha reportado la presencia de células
endocrinas, principalmente positivas a glucagon, asi como a insulina
(Collombat et al. 2010a) siendo su funcién un enigma ya que se han reportado

no formar parte de los islotes con los que se cuenta al nacer (Herrera 2000)

Durante el nacimiento, la formacién de células endocrinas a partir de
precursores en el epitelio pancreatico comienza a disminuir (Shih et al. 2013).

Algunos estudios indican que durante las primeras 4 semanas de edad se da el
mayor crecimiento de los islotes, preferentemente de los pequenos, asi como
el establecimiento del numero de estos que llegaran a la etapa adulta
(Finegood et al. 1995; Scaglia et al. 1997; Montanya et al. 2000; Jo et al. 2011).
Interesantemente en los dias cercanos al destete en el caso del raton (3
semanas de edad) se observa un aumento en la fraccion de islotes originados
por el proceso de divisidn (fisidn) de islotes mas grandes (Jo et al. 2011). Sin
embargo (Herbach et al. 2011) indican que el numero y volumen de los islotes

aumentan hasta los 90 dias de edad en el ratén.



B.2. Arquitectura del islote

La organizacion y proporcion de cada tipo celular que conforma el islote
pancreatico varia segun la especie (fig. 2). En el ratéon las células-B
predominan en el centro del islote pancreatico rodeadas por grupos de células-
a y O (Cabrera et al. 2006; Brissova et al. 2005) sin que estas estén formando
un manto continuo como anteriormente se sugeria (Kharouta et al. 2009).

Las células-B son las que tienen el mayor porcentaje abarcando de un 60-80%
de la masa del islote, mientras que las células-a comprenden un 15 — 20 %.
Las células-d representan menos del 10 % de las células del islote y finalmente
las células-PP y ¢ se dividen el porcentaje restante en el caso del raton
(Murtaugh & Melton 2003; Steiner et al. 2010). Dependiendo de la region del
pancreas, se encontrara diferentes proporciones de las células pancreaticas,
pues en los islotes de la region de cuerpo y de la cola hay un mayor porcentaje
de células-a comparados con aquellos de la cabeza. (Aguayo-Mazzucato et al.
2006).

En el caso del humano, sin embargo, las células-a y & se encuentran dispersas
a través de la masa de células-B. Aunado a esto, las proporciones también
difieren, pues las células- abarcan de un 40-60 %, las células-a un 20—40 %,
células-d alrededor de un 10% y hay pocas células-PP (Cabrera et al. 2006;
Brissova et al. 2005). Cabe mencionar que tales proporciones se ven
modificadas entre mas grandes sean los islotes, pues la proporcion de células-
B disminuye (Kim et al. 2009).

Fig.2 Arquitectura tipica de un islote de raton (izquierda) y de un humano (derecha). Células- en

verde, células-a en rojo y células-d en azul. Modificado de (Steiner et al. 2010)



B.3. Funcion del islote pancreatico

B.3.1. Célula-B

Las células-B realizan un importante papel en el organismo regulando la
homeostasis de la glucosa a través del efecto que tiene la insulina, la principal
hormona sintetizada y secretada por estas células. El proceso de secrecion de
insulina es un proceso altamente sofisticado en el cual se ha desarrollado un
mecanismo eficiente para detectar las concentraciones de glucosa en distintas
condiciones fisioldgicas, como el ayuno y el postprandio, acoplado a la
secrecion de cantidades correspondientes a las demandas nutricionales del
momento.

Para poder tener una capacidad eficiente de deteccion de las concentraciones
de glucosa las células-B, y por ende el islote pancreatico, presentan una
irrigacion sanguinea tan densa que les permite recibir 10 veces mas la cantidad
de sangre que recibe el pancreas exocrino (Fu et al. 2013). Ademas, los
capilares que irrigan los islotes muestran un gran numero de pequefos poros
conocidos como fenestraciones que permiten el intercambio de moléculas
como la glucosa de la sangre hacia las células-B y la insulina de estas hacia el

torrente sanguineo.

B.3.1.1. Insulina

B.3.1.1.1. Estructura

El monémero de la insulina consiste en dos cadenas unidas por dos enlaces
disulfuro; la cadena “A” de 21 amino acidos y la cadena “B” de 30 amino acidos
(fig. 3). En concentraciones altas, los monémeros tienden a agruparse en
grupos de seis para formar las estructuras conocidas como hexameros, siendo
esta la forma en que se almacena la insulina dentro de la célula-3, sin embargo

esta solo es activa en la forma de monémero (Fu et al. 2013).



Cadena A

Péptido C

Cadena B

Fig. 3 Estructura de la insulina. Modificado de (Pittman et al. 2004)

B.3.1.1.2. Sintesis y procesamiento

El gen encargado de la transcripcion de la insulina codifica un precursor de 110
amino acidos conocido como preproinsulina. Dicho precursor se distingue por
tener un péptido sefal en su parte N — terminal que le permitira ser dirigido
hacia el lumen del reticulo endoplasmatico rugoso, en el cual tal péptido sefal
sera escindido de la preproinsulina para formar la proinsulina.

La proinsulina continuara su maduracidon en el reticulo endoplasmatico
sometiéndose a plegamientos para después ser transportada al aparato de
Golgi, donde sera encapsulada en granulos de secrecién inmaduros en la
region Trans de este organelo.

La maduracion de tales granulos se caracteriza por la acidificacion de su
lumen, la escision de la proinsulina dando como resultado la formaciéon de las
dos cadenas de insulina y la cadena restante conocida como péptido C y
finalmente por la pérdida de la proteina clatrina en su cubierta (Hou et al. 2009;
Fu et al. 2013). Esta disminucion en el pH dentro del granulo, la presencia de
Zn?* y las altas concentraciones de insulina favorecen que esta se almacene

en forma de hexameros.



B.3.1.2. Secrecion de insulina

El metabolismo de la glucosa en el islote es la sefial mas importante para la
transcripcion y traduccion del gen de la insulina (Poitout et al. 2006) y también
es el principal estimulante para la secrecion de ésta en el caso de roedores y

humanos, superando aquella estimulada por acidos grasos y amino acidos.

B.3.1.2.1. Secrecion de insulina estimulada por glucosa

La secrecidn de insulina es un proceso complejo en el que participan la entrada

y metabolismo de la glucosa, eventos idnicos y procesos celulares.

Como se ha mencionado, las células-B han desarrollado un mecanismo capaz
de detectar los aumentos en la concentracidn de glucosa sanguinea y poder
responder con un aumento en la secrecion de insulina. Cuando la
concentracion sanguinea de glucosa sobrepasa los 7 mM, se da inicio a la
secrecion estimulada por este nutriente (Fu et al. 2013; Henquin 2009). El
estimulo presenta aproximadamente un minuto de retraso, ya que este
corresponde al tiempo necesitado para que se lleve a cabo la entrada y el

metabolismo de la glucosa en las células- (Rorsman & Renstrom 2003).

La secrecion de insulina comienza con el primer sensor de la glucosa
encontrado en la célula-f3, el cual corresponde al transportador GLUT2. Este
transportador es capaz de internalizarla en gran cantidad debido a su afinidad
por el sustrato. Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada por la
enzima glucocinasa. Esta enzima es considerada como el principal sensor de la
glucosa que tienen las células-B, y esto es debido a sus caracteristicas
cinéticas ya que puede operar en concentraciones elevadas de glucosa, como
las alcanzadas en condiciones post-prandiales y por ende favoreciendo el
metabolismo de esta, requisito para la secrecion de insulina.

La glucosa —6-fosfato es metabolizada a través de la glucdlisis dando como
resultado la formacion de piruvato, el cual sera oxidado en la mitocondria para

producir ATP a partir de ADP, por ende incrementando la relacion ATP/ADP. El
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aumento de la concentracion de ATP conlleva al cierre de los canales de
potasio sensibles a ATP, impidiendo la salida de los iones de K*y provocando
una despolarizacion de la membrana celular. Dicha despolarizacion a su vez
provocara la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje, por lo
cual aumentara la concentracion intracelular de este ion, favoreciendo la fusién
de los granulos de insulina con la membrana celular y por ende culminandose

la liberacion de esta hormona (fig.4).
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Fig. 4 Secrecion de insulina. Modificado de (Hou et al. 2009)

En un estado basal de glucosa (~ 3 mM), los canales de K* dependientes de
ATP se mantienen abiertos, permitiendo el eflujo de este i6bn y manteniendo un
potencial de membrana cercano a -70 mV, por lo cual no hay una secrecion de
insulina estimulada, sino basal, debido a la actividad de los canales de Ca**
altamente sensibles a voltaje (Fu et al. 2013; Hou et al. 2009). Dicha secrecion
basal consta en la liberacion de 1 granulo de insulina por minuto (Bratanova-
Tochkova et al. 2002; Rorsman & Renstrom 2003).
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B.3.1.2.2. Fases de la secrecion de insulina

La secrecion de insulina en respuesta a concentraciones hiperglucemicas
(mayores a 7 mM) es un proceso que presenta dos etapas o fases: una primera
fase de duracién corta (aprox. 10 minutos) caracterizada por una gran
liberacion de insulina (1.4 nmol/min en humanos) y una segunda fase de mayor
tiempo pero en la cual la liberacion de insulina es menor (~0.4 nmol/min)(fig. 5).
El modelo mas aceptado para explicar este patron bifasico se basa en la
existencia de diferentes tipos funcionales de granulos de secrecion. Del total
del numero de granulos de insulina por célula-B, cerca del 1 — 5 %
(dependiendo de las condiciones experimentales) son denominados como
“listos para la liberacion” (RRP por sus siglas en inglés Readily Releasable
Pool, fig.4). Se ha propuesto que esta poblacién de granulos es el fundamento
de la primera fase de secrecidn de insulina, ya que su exocitosis depende
principalmente de la despolarizacién de la membrana (Rorsman & Renstrom
2003) y no de un requerimiento energético. Se ha estimado que entre 15-18
granulos de insulina son liberados por minuto durante esta fase (Bratanova-
Tochkova et al. 2002; Rorsman & Renstrom 2003). Sin embargo, otros calculan
que se liberan cerca de 40 — 100 granulos por célula- durante toda la primera
fase (Hou et al. 2009; Henquin 2009).

El 95-99% restante de los granulos pertenecen a una “poblacion de reserva”,
los cuales se encargan de restablecer a los granulos “listos para la liberacién”
una vez que estos se han agotado, sin embargo antes tienen que ser
sometidos a procesos de iniciaciéon dependientes de temperatura, tiempo, Ca**
y ATP, lo cual en un contexto mas general los hace dependientes de un mayor
metabolismo de glucosa (Rorsman & Renstrdom 2003). Este proceso de
iniciacién dependiente de energia hace que sean considerados como la razén
de la segunda fase de secrecion de la insulina, durante la cual se secretan
entre 5-6 granulos de insulina por minuto (Bratanova-Tochkova et al. 2002;
Rorsman & Renstrom 2003).
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Fig. 5 Fases de la secrecion de insulina estimulada por glucosa. Tomado de (Rorsman & Renstrom
2003)

B.3.2. Célula-a

La poblacién de células-a constituye el segundo grupo con mayor proporcion
dentro de los islotes pancreaticos. A través del principal producto de secrecion
que tienen, es decir el glucagon, tienen un papel importante en la regulacién de
la homeostasis de la glucosa. En términos generales, el glucagon es
catalogado como la principal hormona antagonista de los efectos de la insulina,
ya que mientras esta ultima tiene como principal efecto la disminucién de la
hiperglucemia después del consumo de alimentos, el glucagon se encarga de

contrarrestar las situaciones de hipoglucemia causadas por el ayuno.

B.3.2.1. Glucagon

B.3.2.1.1. Sintesis y procesamiento

El gen de glucagon no solo se expresa en las células-a del islote pancreatico,
sino también en cerebro y células del intestino delgado conocidas como células
L. Una vez hecha la transcripcion del gen de glucagéon asi como la traduccién

de su ARNm, se obtiene como resultado una molécula de 180 aminoacidos
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conocida como pre-pro-glucagon, la cual se somete a la escision de sus
primeros 20 aminoacidos para dar origen al pro-glucagon. Este ultimo se
caracteriza por contener las secuencias encargadas para la sintesis de
glucagoén y de los péptidos conocidos como GLP-1 y GLP-2 (de sus siglas en
inglés “Glucagon Like Peptide”), principales productos de secrecién de las
células L (Gromada et al. 2007)(fig.6).

En las células-a , el pro-glucagon es procesado por obra de la enzima PC 2
(prohormone-convertase 2) formando al glucagon, al polipéptido relacionado a
glicentina (GRPP), al péptido IP-1 (separador de la secuencia del glucagon de
la del GLP-1) y al fragmento MPGF (de sus siglas en ingles Major Pro
Glucagon Fragment) el cual contiene a las secuencias correspondientes al
GLP-1y GLP-2 asi como al péptido que las separa (IP-2)(fig.6).

Mientras tanto, en las células L, el proglucagon es procesado por obra de la
enzima PC 1/3, dando origen al GLP-1, GLP-2, al péptido IP-2 y a la glicentina
(constituida por las regiones del GRPP, glucagén y el péptido IP-1) (Gromada
et al. 2007).

Proglucagon

=i 1 1

GRPP Glucagon 1P-1 GLP-1 IP-2 GLP-2
Célula a pancreatica
GRPP Glucagon IP-1 MPGF

Célula L intestinal

|

Glicentin GLP-1 IP-2 GLP-2

Fig.6 Procesamiento del proglucagon. Modificado de (Gromada et al. 2007)
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B.3.2.2. Secrecion de glucagon

Utilizando al raton como modelo de estudio se ha postulado que la secrecion
de glucagon se basa principalmente en la funcién de los canales de ca® y Na*
dependientes de voltaje y no en la correspondiente a los canales de K*
dependientes de ATP (Gromada et al. 2007; Quesada et al. 2008a) como
sucede con las células-B. EIl primer paso en el proceso de la secrecion de
glucagon consta en la internalizacion de la glucosa a la célula-a por obra del
transportador de glucosa GLUT-1. Cuando las concentraciones de glucosa son
bajas (menores a 3 mM) los canales de K* dependientes de ATP mantienen un
potencial de membrana cercano a los -60 mV. En dicho voltaje, se permite la
apertura de los canales de Ca?* tipo T que se caracterizan por ser muy
sensibles a pequefios cambios de voltaje. Estos ultimos canales, una vez
abiertos, se encargaran de desporalizar la membrana a niveles que permitan la
apertura de los canales de Na* y Ca®* tipo N dependientes de voltaje. Con la
subsecuente entrada de los iones, principalmente de Ca** se favorece la fusién
de los granulos que almacenan las moléculas de glucagon con la membrana

celular, culminando de esta forma la secrecion de glucagon (fig.7).
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Fig.7 Secrecioén de glucagén. Modificado de (Gromada et al. 2007)
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El aumento en la concentracion de glucosa y por ende la generacion de ATP
intracelular provoca el cierre de los canales de K* dependientes de ATP,
despolarizando la membrana. Esto a su vez inactivara a los canales de Na* y

Ca® dependientes de voltaje, inhibiendo la secrecidén de glucagon.

Los mecanismos de regulacion de la secrecion de glucagon son tema de
debate hoy dia, pues por una parte hay quienes apoyan la teoria de una
secrecion regulada por las concentraciones de glucosa de manera directa
sobre las células-a , es decir que estas son capaces de detectar dichas
concentraciones y responder acorde a ellas (Salehi et al. 2006). Por otra parte,
la regulacion puede ser dada por accion del sistema nervioso a través de
neuronas capaces de detectar los cambios en la concentracion de glucosa
sanguinea y estimular o inhibir la secrecion de glucagon segun sea el caso
(Gromada et al. 2007; Quesada et al. 2008). Sin embargo, la teoria que mas
fuerza tiene es aquella que indica una regulacion por el efecto
paracrino/endocrino de los productos de secrecion de otros tipos celulares del
islote pancreatico, principalmente la insulina de las células-B (Kawamori et al.
2009), asi como de la somatostatina de las células-9, la grelina de las células ¢,
el acido gama-aminobutirico (GABA) y el zinc nuevamente de las células-$ asi
como el propio glucagon pueden tener efectos (Gromada et al. 2007; Kawamori
et al. 2011; Quesada et al. 2008a).

B.4. Masa de las células del islote pancreatico

El establecimiento y mantenimiento de la masa celular de cualquier tejido
requiere de procesos que favorezcan el incremento o la disminucion de ésta.
El incremento puede darse por dos formas: por un aumento en el numero de
células, es decir por una hiperplasia o por un aumento en el tamafo celular,
también conocido como hipertrofia. Mientras tanto, la disminucion de la masa
celular puede provenir por una baja en el numero de células (hipoplasia) asi
como en el tamano (hipotrofia). En el caso de la masa de las células que

conforman el islote pancreatico procesos como la proliferacion, la neogénesis,
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la apoptosis y la transdiferenciacion estan relacionados en su establecimiento y

mantenimiento (fig.8).

El proceso de la proliferacion se da por la divisidn celular por mitosis, es decir
que una célula-B o a generan dos células idénticas. En tanto que la neogénesis
se define como la diferenciacion de nuevas células generadas a partir de
células precursoras o troncales (Bonner-Weir et al. 2010; Paris et al. 2004),
cuya ubicacion se reporta mayoritariamente ser de tipo ductal, aunque también
puede ser acinar o estar dentro del mismo islote (Nichols et al. 2014; Paris et
al. 2004). Dado que ambos procesos culminan en la generacion de nuevas

células, ambas son procesos de hiperplasia.

Por otro lado, se define a la transdiferenciacién como el proceso que consta de
la formacién de nuevas células a partir de células ya diferenciadas. El principio
de dicho proceso es la existencia de factores de transcripcion que actuan
como “reguladores maestros”, ya que tienen un efecto dominante sobre la
identidad celular. Cualquier perturbacion sobre los programas regidos por esos
factores de transcripcion es suficiente para desestabilizar los fenotipos
celulares diferenciados (Nichols et al. 2014); por ejemplo, la generacion de
células-p a partir de células-a (o viceversa), acinares o incluso células extra
pancreaticas como células hepaticas y entero-endocrinas (Nichols et al. 2014;
Bouwens & Rooman 2005a). La transdiferenciacion puede clasificarse como un
proceso de hiper o hipoplasia dependiendo de si la célula de interés se genera
a partir de otra o por el contrario genera a otra, respectivamente. Finalmente, la
apoptosis, también definida como la muerte celular programada, es un proceso
clasificado como hipoplasico, ya que el resultado de este es la disminucion del

numero de células.
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Fig.8 Procesos involucrados en la generacion y mantenimiento de la masa células del islote

pancreatico. Modificado de Nichols et al 2014

A pesar de la existencia de 5 tipos celulares conformando al islote, mucha de la
investigacioén realizada en relacion a los procesos reguladores de la masa
celular ha sido hecha principalmente sobre las células-B, debido a la
importancia que tienen estas en el desarrollo de la diabetes mellitus, y aun son
pocos los estudios realizados sobre la masa de las células delta, épsilon y PP.
Para el caso de la masa de células-a , esta ha comenzado a ser tema de mayor
estudio (Gromada et al. 2007; Quesada et al. 2008a), aunque dicha

investigacién aun esta lejos del volumen de estudios realizados con células-p.

Cabe mencionar que aunque la proliferacion, la neogénesis, la
transdiferenciacion y la apoptosis son procesos clave en el establecimiento y
mantenimiento de la masa de las células que conforman al islote pancreatico,
su participacion dista mucho de ser equitativa ya que el aporte que cada uno
tenga varia en diferentes etapas de la vida asi como en condiciones fisiolégicas
o fisiopatologicas (Gunasekaran et al. 2012) como se senala en la fig.9 para el

caso de las células-.
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Fig. 9 Dindmica de los procesos que regulan la masa de células-f a través del crecimiento. Imagen basa en los
trabajos de (Finegood et al. 1995; Montanya et al. 2000; Scaglia et al. 1997; Georgia & Bhushan 2004; Dor et
al. 2004; Nir et al. 2007; Inada et al. 2008; Xu et al. 2008; Collombat et al. 2010b; Thorel et al. 2010;
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B.5. Ventana critica

Se define como ventana critica al periodo durante el desarrollo normal de un
organo, en el cual la exposicion a ciertos factores ambientales puede

programar su funcion en etapas posteriores de la vida (Lucas 1998),

El periodo embrionario y la lactancia constituyen una ventana critica en el
desarrollo de los islotes pancreaticos. Por ejemplo, alteraciones en el
crecimiento intrauterino a través de la disminucién de flujo sanguineo al feto
provoca una reduccién drastica de mas del 70% de la masa de células-p de
estos animales cuando alcanzan las 26 semanas de edad, a pesar de que
durante las primeras 7 semanas de edad no se haya observado ninguna
diferencia (Simmons et al. 2001). Una desnutricion en el periodo embrionario, a

través de una restriccion al alimento materno genera una reduccién en la masa
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de células-f en las crias, lo que provoca, en etapas adultas, intolerancia a la

glucosa y desarrollo de diabetes tipo 2 (Garofano et al. 1997).

Igualmente, una desnutriciéon durante la lactancia conlleva a defectos en el
peso corporal, intolerancia a la glucosa (Mihana-Solis & Escobar 2007) e
incluso al desarrollo de diabetes tipo 2 en etapas posteriores de la vida
(Garofano et al. 1999).

El periodo correspondiente al destete también es considerado como un periodo
de ventana critica en el desarrollo de los islotes pancreaticos, ya que factores
externos, como lo es una mala nutricion durante este tiempo provoca
intolerancia a la glucosa asi como alteraciones en las concentraciones
sanguineas de insulina y glucagon en etapas adultas (Mifiana-Solis & Escobar
2008). Incluso, estos efectos no pueden ser revertidos por una nutricion 6ptima
subsecuente a la mala nutricion que se dio posterior al destete. Esto resulta
interesante porque se ha encontrado que, cuando la mala nutricion se produce
durante el periodo embrionario o la lactancia, los efectos pueden ser revertidos
en etapas posteriores si se efectua un cambio a una buena nutricion. Lo que
sugiere que modificaciones en la maduracion de los islotes pancreaticos
durante el periodo después del destete tienen un mayor impacto en etapas
adultas que aquellos provocados durante el desarrollo embrionario y la

lactancia (Minana-Solis & Escobar 2008).

B.6. Diabetes mellitus

La Asociacion de Diabetes Americana (ADA por sus siglas en inglés de
American Diabetes Association, 2009) define a la diabetes mellitus como “un
grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia como
resultado de defectos en la secrecion y/o accion de la insulina”. Ademas esta
asociacion propone tres formas para diagnosticar este padecimiento:

1. Tener una concentracion de glucosa sanguinea en ayuno de minimo

8 horas mayor o igual a 126 mg/dl (7.0 mmol/l).

20



2. Poseer una concentracidn de glucosa sanguinea casual (es decir en
cualquier momento del dia sin considerar el tiempo desde el ultimo
alimento) mayor o igual a 200 mg/dl (11.1 mmol/l) ademas de
presentar los sintomas clasicos de la hiperglucemia los cuales
incluyen poliuria (aumento en el volumen de orina), polidipsia
(aumento en la sensacién de sed) y pérdida de peso repentina.

3. Tener una concentracion de glucosa sanguinea mayor o igual a 200
mg/dl (11.1 mmol/l) después de dos horas durante una prueba oral
de tolerancia a la glucosa, en la cual se utiliza una carga de glucosa

equivalente a 75 gr disuelta en agua.

Los sintomas clinicos que generalmente se pueden presentar como
consecuencia de la hiperglucemia son la polifagia (aumento en la frecuencia de
alimentarse), vision borrosa, deterioro en el crecimiento asi como una mayor

susceptibilidad a infecciones.

El padecer de diabetes mellitus a largo plazo conlleva un aumento en la
probabilidad de presentar complicaciones las cuales abarcan la pérdida de la
vision a causa de la retinopatia; falla renal y deterioracion de los rifiones
provocado por la nefropatia; ulceras y amputaciones de extremidades,
principalmente los pies, debido a la neuropatia periférica; problemas
gastrointestinales y genitourinarios; disfuncion sexual y problemas
cardiovasculares. (American Diabetes Association. 2009; International Diabetes
Federation 2013).

B.6.1. Epidemiologia de la diabetes

En el 2013 la IDF (IDF por sus siglas en inglés International Diabetes
Federation) estimé que a nivel mundial existen 382 millones de personas
diagnosticadas con diabetes, equivalente al 8.3% de la poblacién adulta y que
para el 2035 esta cifra aumentara a 593 millones. La distribuciéon por género
muestra que existen mas hombres con este padecimiento que mujeres,

habiendo 198 millones de hombres diabéticos contra 184 millones de mujeres.
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Aunado a esto, en 2013 se calculo la existencia de 316 millones de personas
en etapa pre diabética y se considera que estos aumentaran a 471 millones

para el 2035 (International Diabetes Federation 2013).

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2012
(Hernandez-Avila et al. 2013) reportd que la poblacién adulta que padece
diabetes es de alrededor de 6.4 millones (9.17% de la poblacién nacional) y
esta cantidad puede aumentar a alrededor de entre 12 y 16 millones durante el
periodo 2030-2035 (Shaw et al. 2010; International Diabetes Federation 2013).
Ademas, la ENSANUT del 2012 también muestra que la poblacion diabética en
México esta mayormente compuesta por mujeres, pues existen 3.56 millones
de mujeres diabéticas frente a 2.84 millones de hombres con este padecimiento
(Hernandez-Avila et al. 2013).

B.6.2. Costos economicos de la diabetes

La diabetes no solo es un padecimiento que afecta unicamente a la salud fisica
y emocional de las personas sino que también tiene un coste econémico para
éstas y para las instituciones de salud. En 2013 la IDF estim6 que el gasto
economico global para tratar la diabetes y sus complicaciones fue de al menos
548,000 millones de ddlares, lo cual se proyecta aumentar a 627,000 millones
anuales para el 2035 y que el gasto promedio anual por persona fue de 1437
dolares(International Diabetes Federation 2013). Para el caso de México, se
estimé que en el 2011 el gasto econdmico total fue de 7,700 millones de
ddlares con un gasto promedio anual por persona de 707 délares (Arredondo &
Reyes 2013).

B.6.3. Clasificacion de diabetes mellitus

Existen distintos tipos de diabetes mellitus, siendo su etiologia la principal
caracteristica para su clasificacion. Los tres tipos de diabetes mas comunes
son: la tipo |, Il y la gestacional. Cabe mencionar que existen otros tipos de
diabetes, causadas ya sea por: defectos genéticos en las células-3 (conocidas
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como diabetes tipo MODY), defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, quimicos y
medicamentos asi como por infecciones (American Diabetes Association.
2009). Sin embargo, de todos los tipos de diabetes, la tipo 1 y 2 son las mas

frecuentes (fig.10).

B.6.3.1. Diabetes tipo 1

Este tipo de diabetes abarca en el mundo de un 5 a un 10% del total de casos
de diabetes diagnosticados. La etiologia de este tipo consiste en la destruccién
de células-B como resultado de una accién autoinmune, por lo que es comun
encontrar en personas con diabetes mellitus tipo 1 anticuerpos contra insulina,
acido glutamico descarboxilasa (GADgs) y tirosina fosfatasa 2 y 2B (IA-2 e IA-
2B), las cuales son proteinas caracteristicas de células-B. La destruccion de
estas células ocasiona la disminucion o la falta de insulina, por lo que
previamente era denominada diabetes insulino-dependiente. Aunque en un
inicio se creia que unicamente se presentaba en nifos y jovenes, también
puede ocurrir en adultos. Las razones del ataque autoinmune aun estan poco
definidas, sin embargo se considera que predisposiciones genéticas y factores
ambientales son la base de la enfermedad (International Diabetes Federation
2013; American Diabetes Association. 2009)

B.6.3.2. Diabetes tipo 2

Este tipo de diabetes constituye aproximadamente de un 90 a un 95% del total
de casos mundiales de diabetes diagnosticados. El padecimiento generalmente
aparece en edades posteriores a los 40 afos, por lo que también se conoce
como Diabetes de la Edad Adulta. Este tipo de diabetes se caracteriza por una
disminucién en la accion de la insulina, situacion conocida como resistencia a
la insulina, que no puede ser compensada por la secrecion requerida de la
hormona para compensar la resistencia. Factores de riesgo para desarrollar
este tipo de diabetes son la obesidad, el aumento en el porcentaje de grasa

acumulada en la region abdominal, inactividad fisica, antecedentes familiares
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con diabetes y el envejecimiento (American Diabetes Association. 2009;

International Diabetes Federation 2013)

B.6.3.3. Diabetes gestacional

La etiologia de este tipo se diabetes esta dada por los cambios hormonales que
se producen en el embarazo cuya funcién es la de favorecer el crecimiento del
feto, esta accion conlleva, al igual que en el caso de la diabetes tipo 2, a una
resistencia a la insulina. Cuando esta no puede ser compensada por la
secrecion requerida de esta hormona se produce la condicion de diabetes

gestacional.

¢ Insulina

p

Células

)
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Fig. 10 Principales tipos de diabetes. Tomado de International Diabetes Federation, 2013. En situaciones
normales las células-f} pancreaticas producen y secretan insulina, la cual actia favoreciendo la entrada de glucosa a
las células. En la diabetes tipo 1 la insulina no se produce debido a la destruccion autoinmune de las células-p. En la
diabetes tipo 2 la entrada de glucosa esta alterada por la resistencia a la insulina.

B.6.3.4. Etapa pre diabética

La transicion de un estado sano hacia un estado diabético es un proceso
gradual, denominado pre-diabetes o intolerancia a la glucosa. La ADA
establece que los criterios para definir la etapa pre diabética son 1) tener
concentraciones de glucosa sanguinea en ayuno (minimo de 8 horas) mayores

a 100 mg/dl (5.6 mmol/l) pero menores a 126 mg/dl (7 mmol/l) yl/o 2) tener
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concentraciones de glucosa sanguinea 2 horas después de una prueba oral de
tolerancia a esta mayores de 140 mg/dl (7.8 mmol/l) pero menores a 200 mg/dl

(11.1 mmol/l) (American Diabetes Association. 2009).

B.6.4. Cambios del islote pancreatico durante la progresiéon a diabetes

B.6.4.1. Diabetes mellitus tipo 1

El diagndstico de la diabetes mellitus tipo 1 ocurre una vez que ha
desaparecido cerca del 70-80% de la masa de las células-. Sin embargo, la
pérdida progresiva de células-B ocurre a través de los afios mucho antes de
desarrollarse la diabetes (Mathis et al. 2001). Este dafo puede ocasionar una
reduccion en la primera fase de secrecion de insulina que se presenta en
pacientes que ya tienen anticuerpos contra el islote pero que aun no
desarrollan hiperglucemia (Mathis et al. 2001).

La progresion de la diabetes tipo 1 después del inicio de la respuesta
autoinmune se divide en dos fases: insulitis y diabetes franca (Finegood et al.
1995). La apoptosis de las células-B se presenta en ambas fases (Kassem et
al. 2000) e incluso se ha propuesto que participa en la iniciacion de la
respuesta autoinmune por medio de la generacién de autoantigenos (Eizirik et
al. 2009). Estos autoantigenos son reconocidos por células presentadoras de
antigenos, que llegan a los nodulos linfaticos del pancreas y son reconocidas
por las células T, iniciandose el proceso inflamatorio o insulitis (Cardozo et al.
2001; Cnop et al. 2005).

Las células-B son capaces de producir y liberar citocinas en respuesta a
factores inflamatorios como IL-13 and IFNy (Eizirik et al. 2009). Estas citocinas,
ademas de promover la muerte de las mismas células-B, también pueden
contribuir al reclutamiento y activacion de otras células inmunes (Mathis et al.
2001; Cnop et al. 2005) sosteniendo el proceso inflamatorio localizado en el
medio de la célula-B (Strandell et al. 1990). Una vez establecida la insulitis, se
establece una falla en la funcion de las células-B y una posterior destruccion
selectiva de células-B (Akirav et al. 2008).
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B.6.4.2. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes tipo 2 surge cuando las células-B no logran secretar suficiente
insulina para responder a la demanda ocasionada por la resistencia a la
insulina, debido a una disfuncion secretora adquirida de la célula-B y/o a una
disminucion en su masa (Weir et al. 2001).

La falla progresiva de la célula-B que se presenta en la diabetes tipo 2 puede
deberse tanto a factores genéticos como a factores adquiridos. Los factores
genéticos comprenden defectos en la expresion de los genes del metabolismo
de la glucosa en la célula-B y los factores transcripcionales, mientras que los
factores adquiridos incluyen el estrés oxidativo, la glucotoxicidad, la
lipotoxicidad, el incremento en los depdsitos de polipéptido amiloide del islote,
la disfuncién mitocondrial y la inflamacion por citocinas en la célula-p (Leahy et
al. 2010). La masa de las células- también juega un papel fundamental para
determinar si un individuo evolucionara hacia diabetes tipo 2 o soélo cursara con
resistencia a la insulina (Rhodes 2005). Al igual que para la diabetes tipo 1, se
calcula que alrededor del 50% de la masa total de células- esta disminuida al
momento del diagndstico de la diabetes tipo 2 (Leahy et al. 2010).

Cuando el organismo se encuentra en un estado de alta demanda metabdlica,
como en la obesidad, el embarazo y la resistencia a la insulina, los islotes
pancreaticos responden incrementando la secrecion de insulina para mantener
la normoglicemia, un proceso denominado compensacion de la célula-3. Este
estado se caracteriza por una expansion de la masa de la célula-f y un
incremento en su funcién (Prentki & Nolan 2006), aunado a una modificacion

de la arquitectura del islote (Kim et al. 2009).

B.6.4.3. Estreptozotocina y su uso en la inducciéon experimental de

diabetes mellitus

La estreptozotocina es un compuesto quimico con propiedades toxicas para las
células-p del islote pancreatico, por lo cual ha sido uno de los mejores

candidatos para el desarrollo de modelos experimentales con el fin de estudiar

26



la diabetes mellitus, procedimientos que se remontna desde la década de los
60s. Su estructura molecular corresponde a una molécula de 2-desoxy-D-

glucosa cuyo carbon 2 ha sido sustituido con un grupo N-metil-N-nitrosourea
(fig. 11).

CH20H
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OH H
HO OH NO
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Fig.11 Estructura molecular de la estreptozotocina. Tomada de (Bolzan & Bianchi 2002)

La induccion de diabetes con estreptozotocina puede realizarse ya sea por el
meétodo de una dosis alta y unica o por dosis bajas y multiples. EI modelo de
una dosis unica tiene la ventaja de que su efecto es observable en cuestion de
horas, sin embargo su inestabilidad en términos de la condicion diabética
provocada asi como un alto porcentaje de mortalidad han hecho al modelo de

dosis multiple el mas usado (Sakata et al. 2012).

B.6.4.3.1. Mecanismos de accion de la estreptozotocina en el modelo de

bajas dosis multiples

Debido a la glucosa que se encuentra en la estructura quimica de la
estreptozotocina, ésta es capaz de internalizarse a la célula- a través del
transportador de glucosa GLUT 2. Se ha sugerido que la toxicidad de este
agente quimico dentro de la célula se debe principalmente a la metilacion de
las guaninas que conforman el ADN, provocando la fragmentacion de este
(Bolzan & Bianchi 2002; Lenzen 2008; King 2012). En respuesta a dicho dafio,
la célula sobre estimula a la polimerasa poli (ADP-ribosa) con la intencion de

reparar el dafio al ADN, sin embargo esto conlleva al agotamiento del NAD

celular y subsecuentemente de las reservas de ATP, sentenciando a la muerte
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celular (Lenzen 2008; Bolzan & Bianchi 2002) por apoptosis (O’'Brien et al.
1996). La generacion de especies reactivas de oxigeno también ha sido
sugerida como una explicacion de la toxicidad de la estreptozotocina (Bolzan &
Bianchi 2002; Lenzen 2008; King 2012).

B.6.4.3.2. Efectos de la estreptozotocina sobre el islote pancreatico

Los principales efectos que tiene la estreptozotocina sobre el islote pancreatico
abarcan el dafo en la sintesis y secrecion de insulina en respuesta a glucosa
asi como un metabolismo afectado de esta ultima (V Bonnevie-Nielsen et al.
1981; Lenzen 2008). También hay alteraciones en la expresion génica como el
aumento en la transcripcién de genes regulados por el factor de transcripcién
p53 para la detencion del ciclo celular asi como una disminucion de genes
relacionados en la funcion de la célula-B como el transportador de glucosa
GLUT2 (Tonne et al. 2013).

Sin embargo, las alteraciones provocadas por la estreptozotocina no solo se
engloban en el contexto funcional del islote pancreatico, sino también en el
aspecto morfolégico ya que se ha reportado una disminucién en el numero y
area de los islotes principalmente por la disminucion de las células-B (V
Bonnevie-Nielsen et al. 1981; O’'Brien et al. 1996; Li, F. a Karlsson, et al. 2000).
Por otra parte, también se ha reportado un aumento en la poblacién de células-
a , asi como una mayor presencia de estas en el nucleo del islote pancreatico
(Li, F. a Karlsson, et al. 2000).

B.7. Biotina

B.7.1. Estructura quimica

La biotina, también llamada B7 o vitamina H, es una vitamina hidrosoluble del
complejo B cuya estructura quimica consiste en un compuesto bi-ciclico con un
anillo que contiene un grupo ureido (-N-CO-N-) y otro que contiene un azufre

del cual se ramifica una cadena lateral de acido valérico (fig.12). De los ocho
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estereoisOmeros que existen en la naturaleza, solo la D-biotina es

enzimaticamente activa.

Biotina

Fig.12 Estructura quimica de la biotina

B.7.2. Funcién y requerimientos de la biotina

La funcién de la biotina es actuar como grupo prostético de las carboxilasas:
acetil-CoA carboxilasa 1 y 2, piruvato carboxilasa, propionil-CoA carboxilasa y
B-metilcrotonil-CoA carboxilasa las cuales juegan un papel critico en la sintesis
y oxidacion de acidos grasos, gluconeogénesis asi como en el metabolismo de

aminoacidos.

A pesar de la importante funcién de la biotina, los mamiferos no son capaces
de sintetizarla por lo cual la tienen que adquirir principalmente a través de la
dieta. Alimentos como la yema de huevo, algunos vegetales, la leche de vaca
asi como el higado y rifiones son una rica fuente de biotina. Ademas, la
microbiota del intestino grueso es capaz de producir esta vitamina, por lo cual
conforman una segunda fuente, aunque la contribucién relativa de esta aun no
ha sido definida (Said 2012). El consumo diario para la biotina se ha estimado
ser de 5 ug y de 30-35 ug en infantes y adultos, respectivamente (Fernandez-
Mejia & Lazo-de-la-Vega-Monroy 2011; Zempleni et al. 2009).
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B.7.3. Efectos de la biotina en dosis farmacoldégicas

De manera independiente a las funciones clasicas de la biotina como grupo
prostético de carboxilasas, se ha reportado que en dosis farmacologicas la
biotina modifica otros procesos biolégicos como lo son el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, la diferenciacion celular, la hipertension, el desarrollo,
reproduccion asi como en funciones del sistema inmune (Fernandez-Mejia &
Lazo-de-la-Vega-Monroy 2011) principalmente a través de la regulacion de
genes relacionados con tales procesos (Rodriguez-Melendez & Zempleni
2003). Los mecanismos moleculares para esta regulacién génica de la biotina
se conocen poco (Said 2012; Fernandez-Mejia & Lazo-de-la-Vega-Monroy
2011).

B.7.3.1. Biotina y el metabolismo de la glucosa

Como ya se menciond, en concentraciones farmacologicas, la biotina ha
mostrado tener un efecto en el metabolismo de la glucosa. Los primeros
reportes que se tienen acerca de tales efectos se remontan desde hace varias
décadas con los trabajos de Dakshinamurti y colegas, en los cuales observaron
un aumento de la actividad de la glucocinasa en el higado de ratas en ayuno
en respuesta a la administracién intraperitoneal de 1mg/kg de peso
(Dakshinamurti & Cheah-Tan 1968). Con el desarrollo de la biologia molecular
se encontré que el aumento en la actividad de la glucocinasa producida por la
biotina se encuentra ligada a un aumento en su transcripcion (Sugita et al.
2008; Chauhan & Dakshinamurti 1991). La glucocinasa es una enzima clave en
la regulacion de la glucemia, por lo que resulta interesante que otra proteina
clave , como lo es el receptor de insulina, también sea regulado por la biotina,
como fue observado en la linea celular de hepatoblastoma HuH-7 (Luis &
Stockert 2000).

Por otra parte, genes cuyos productos proteicos regulan la via de la
gluconeogénesis como la fosfoenol piruvato carboxicinasa (Dakshinamurti & Li

1994; Sugita et al. 2008) vy la glucosa-6-fosfatasa (Sugita et al. 2008) se ven
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disminuidos en respuesta a dosis farmacologicas de biotina en modelos

diabéticos.

En los islotes pancreaticos, la biotina aumenta la expresion de genes como la
glucocinasa y la insulina (Romero-Navarro et al. 1999; Vilches-Flores et al.
2010; Yoshikawa et al. 2002; Lazo de la Vega-Monroy et al. 2013). Aunado a
esto, se ha observado que concentraciones farmacolégicas de biotina producen
un aumento en la secrecion de insulina basal (Romero-Navarro et al. 1999;
Lazo de la Vega-Monroy et al. 2013) y estimulada por glucosa (Sone et al.
2000; Sone et al. 2004; Yoshikawa et al. 2002; Vilches-Flores et al. 2010;

Romero-Navarro et al. 1999; Lazo de la Vega-Monroy et al. 2013).

B.7.3.2. Biotina y el metabolismo de la glucosa en humanos

En humanos con diabetes tipo 1 que recibieron una dosis de 16 mg/dia de
biotina durante una semana se observd una reduccion en la hiperglucemia
(Coggeshall 1985). Cuando a pacientes japoneses con diabetes tipo 2 se les
tratd durante un mes con biotina en una dosis de 9 mg/dia se observd una
disminucién del 45% en la concentracion de glucosa sanguinea en ayuno
(Maebashi & Makino 1993). En pacientes con un tratamiento de hemodialisis,
dosis farmacoldgicas de biotina mejoraron su tolerancia a la glucosa (Koutsikos
et al. 1996). En modelos animales se ha reportado que la biotina mejora la
intolerancia a la glucosa en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina
(Zhang et al. 1997) y en ratas OLEFT, modelo animal de diabetes mellitus tipo
2 (Zhang et al. 1996).
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C. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO

En estudios previos (Lazo de la Vega-Monroy et al. 2013) se analiz6 el efecto
de la suplementacion con biotina en la dieta sobre el funcionamiento y
expresion de genes del islote pancreatico. En este trabajo, se administré una
dieta suplementada conteniendo una concentracion de biotina igual a 97.7 mg
por cada kg de dieta (aproximadamente 56 veces mas biotina respecto a la
dieta control usada) y se le administro a ratones de la cepa Balb/c a partir de su
destete durante un periodo de 8 semanas, encontrandose, que comparados
con el grupo control, los ratones que recibieron la dieta suplementada
incrementaron la expresion del ARNm de factores transcripcionales que
regulan la expresion y secrecion de insulina, como Foxa2, Pdx1 y Hnf4-qa, al
igual que el ARNm de proteinas que participan en la secrecion de insulina
como la Glucocinasa y el de la misma Insulina, entre otros. En concordancia
con estos efectos, los ratones suplementados mostraron una mayor tolerancia
a la glucosa y un incremento en la secrecion de insulina durante la prueba de
tolerancia a la glucosa. Siendo este el primer estudio en reportar un aumento

en la secrecion de insulina de manera in vivo.

El estudio de estos autores también fue el primero en reportar cambios sobre la
morfologia de los islotes pancreaticos por efecto de la suplementacion con
biotina en la dieta, ya que se observdé un aumento en la masa de las células-3
de los islotes pancreaticos del grupo suplementado. Aunado a este incremento,
también se reporté que un mayor porcentaje de estos islotes suplementados

presentaban células-a dispersas entre las células-f3.
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D. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus ha alcanzado proporciones alarmantes a nivel mundial y
México no ha sido la excepcion. A pesar de los esfuerzos por tratar de
controlarla, las proyecciones indican que seguira en aumento por las
siguientes décadas, lo cual significa que habra un mayor impacto social y
economico tanto a las personas que la padezcan asi como a las instituciones
de salud. Esto ha hecho indispensable un mayor esfuerzo en la investigacion
cientifica sobre cada aspecto de la diabetes con el fin de desarrollar estrategias

para el tratamiento o incluso cura de este padecimiento.

Se ha documentado ampliamente que durante ventanas criticas como lo son la
lactancia y el destete, se adquieren las cualidades encaminadas a alcanzar la
capacidad funcional del islote que permita poseer un control glucémico efectivo.
Sin embargo, la exposicion a ciertos factores ambientales durante dichos
periodos puede tener efectos que repercutan positiva o negativamente en

etapas posteriores de la vida.

En estudios previos se encontr6 que la administracion de una dieta
suplementada con biotina durante 8 semanas a partir del destete mostré tener
efectos positivos en la regulacion de genes claves en la secrecion de insulina,
una mayor secrecion de esta hormona, y un aumento de la masa de las
células-B, caracteristicas que sugieren que la biotina es capaz de producir

islotes robustos morfologica y funcionalmente.

Dado que se ha documentado que la maduracion correcta del pancreas
favorece su funciébn y lo hace menos susceptible ante dafios o retos
metabdlicos, nosotros nos planteamos que si la suplementacion con biotina se
da en un periodo de ventana critica, como lo es el post-destete, la biotina sera
capaz de proteger al islote pancreatico ante dafo pancreatico en la etapa
adulta, repercutiendo asi en la prevencion del desarrollo de diabetes. Nosotros
nos planteamos que dicho desarrollo robustecido de los islotes por parte de la

biotina se da en edades tempranas, es decir durante el periodo critico posterior
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al destete y que éste podria hacer frente al dafo pancreatico en etapas

adultas, repercutiendo asi en la prevencion del desarrollo de diabetes.

Por tales razones, en este trabajo se propuso analizar los efectos de una dieta
suplementada con biotina, administrada durante la ventana critica
correspondiente al periodo posterior al destete, sobre los islotes pancreaticos y
la homeostasis de la glucosa ante la induccion de dafio de las células- 3 en la

etapa adulta.

E. HIPOTESIS

Las modificaciones producidas por la dieta suplementada con biotina en el
periodo posterior al destete permitiran un mejor enfrentamiento ante procesos
que danan el islote en la edad adulta, reflejandose en una mejor homeostasis

de la glucosa.

F. OBJETIVO GENERAL

Investigar cuales son los efectos de la administracion de una dieta
suplementada con biotina durante el periodo posterior al destete ante el dafio

de las células- 3 producido por la estreptozotocina en la etapa adulta.

G. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de la suplementacién con biotina en el periodo
posterior al destete sobre la funcionalidad del islote pancreatico ante la
induccion de diabetes, evaluando:

o Secrecién de insulina in vitro
o Concentraciones de glucosa sanguinea en condiciones de ayuno
y alimentacion ad libitum.

o Tolerancia a la glucosa

34



2. Determinar el efecto de la suplementacion con biotina en el periodo
posterior al destete sobre la morfologia del islote pancreatico ante la
induccidn de diabetes, evaluando:

o Area total del islote pancreatico
o Proporcién del area de células-B y a respecto al islote pancreatico

o Numero y tamaiio de células-p y a por islote pancreatico
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I. MATERIAL Y METODOS

.1. Modelo animal y administracion de dietas

Se usaron ratones hembra de la cepa Balb/cAnN Hsd bajo los lineamientos del
Comité de Etica y Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Los ratones se cruzaron y se registro la fecha de nacimiento. Las
ratonas hembra obtenidas de las cruzas se destetaron a los 21 dias de edad y
se dividieron en dos grupos: una parte de animales tuvo acceso libre a una
dieta suplementada con 108 mg de biotina por cada kilogramo de dieta,
constituyendo el grupo suplementado, mientras que el grupo control, durante
todo el estudio, recibié una dieta con 0.9 mg de biotina por cada kilogramo de
dieta.

Al cumplirse las tres semanas de suplementacion, el grupo suplementado con
la vitamina se sometié a un cambio de dieta, comenzando a ser alimentado con
dieta control hasta el final del experimento. Para el momento del sacrificio, los
animales fueron anestesiados con Sevorane (Sevoflouorane, Abbott
Laboratories, Mexico), y segun fuera el caso, se extrajo el pancreas para la
obtencién de cortes histologicos o para el aislamiento de islotes pancreaticos.

Finalmente, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.

1.2. Induccién de diabetes con estreptozotocina mediante el modelo de
dosis multiples

A las ocho semanas de edad (equivalente a cinco posterior al destete) se
indujo diabetes a una parte de animales tanto del grupo control como del
suplementado mediante el protocolo de dosis multiples, previamente reportado
(Wu & Huan 2008). Brevemente, los animales fueron ayunados por un periodo
de 4 horas previo a la inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ por su
nombre en inglés Streptozotocin; Sigma-Aldrich, EUA) en una concentracion de
40 mg / kg de peso. Durante el ayuno se preparé todo el material requerido.
Justo antes de la inyeccion de STZ, esta fue disuelta en un buffer de citrato de
sodio (50 mM, pH 4.5). A los animales no destinados a ser diabéticos solo se
les inyecto el buffer. A los animales inyectados con STZ se les administré agua
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con glucosa al 10% unicamente en el periodo de induccion de diabetes, el cual
consto de cinco inyecciones, una por dia. Al final del periodo de inyecciones, se
formaron cuatro grupos: el grupo control y suplementado (los cuales recibieron
inyecciones de buffer de citrato de sodio) y el grupo control-STZ vy

suplementado-STZ.

1.3. Obtencion de la concentracion de glucosa sanguinea

El registro de la concentraciéon de glucosa sanguinea se efectué en condiciones
fisiologicas diferentes: en ayuno y alimentacién ad libitum. Los tiempos de
ayuno fueron de 4, 6 o 16 horas segun fuera el caso. Respecto a las
condiciones de ad libitum, las mediciones fueron hechas en cualquier momento
del dia con acceso libre al alimento. Todos los registros fueron determinados a
partir de muestras sanguineas de la punta de la cola usando un glucometro

portatil (Freestyle optium, Abbott Diabetes Care, México).

1.4. Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa

Las pruebas de tolerancia a la glucosa se realizaron entre 8 y 10 A. M.
Previamente, los animales fueron ayunados por un periodo de alrededor de 16
horas. La glucosa fue inyectada intraperitonealmente en una concentracion de
2 gr / kg de peso y los registros de las concentraciones de glucosa sanguinea
fueron hechos antes de la inyeccion y 15, 30, 60 y 120 minutos después a partir
de muestras sanguineas de la punta de la cola usando un glucémetro portatil

(Freestyle optium, Abbott Diabetes Care, México).

L.5. Inmunohistofluorescencias y analisis morfométrico

Para el analisis morfométrico el pancreas fue removido, pesado y fijado con

paraformaldehido (Sigma-Aldrich, EUA) al 4% por 24 horas a 4°C.

Posteriormente se colocaron en buffer fosfato salino (PBS por sus siglas en

inglés de Phosphate Buffered Saline). Los tejidos se deshidrataron en una

serie de concentraciones crecientes de etanol comenzando de etanol 50%
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hasta llegar a etanol absoluto y xilol para después ser incluidos en parafina y
obtener cortes con un grosor de 5 um, los cuales se colocaron en portaobjetos
previamente tratados con L-polilisina (Sigma-Aldrich, EUA) y almacenados a

temperatura ambiente hasta su uso.

Los cortes histologicos fueron desparafinados en xilol y rehidratados en
alcoholes descendentes comenzando con alcohol absoluto hasta llegar a
alcohol 50% y PBS. Posterior a la rehidratacion, se procedié a la recuperacion
de antigenos mediante la exposicidon de los tejidos a un buffer de acido citrico-
EDTA (acido citrico 10 mM USB, EUA; EDTA 2 mM Invitrogen, EUA pH 6.2) a
90°C. Los tejidos fueron permeabilizados con Triton X-100 0.2 % (Sigma-
Aldrich, EUA) e incubados toda la noche a 4°C con anticuerpos anti-insulina
montado en cobayo (1:150, GeneTex, EUA) y anti-glucagén montado en ratén
(1:4500, Sigma-Aldrich, EUA). Se procedio a la incubacion con los anticuerpos
secundarios IgG conjugado con FITC anti-cobayo (1:200, Jackson Immuno
Research, EUA) e IgG conjugado con Cy3 anti-raton (1:600, Jackson Immuno
Research, EUA) asi como con el marcador de nucleos DAPI. Las laminillas se
observaron con un microscopio Olympus IX71 (Olympus, Japdén) acoplado a
una lampara de mercurio y la adquisicion de las fotografias de los islotes
pancreaticas fue con una camara Evolution VF Cooled color (Media

cybernetics, Canada).

El analisis morfométrico fue hecho utilizando el software Image J 1.48
(Nationallnstitutes of Health, EUA) para la cuantificacion del area total de los

islotes pancreaticos, la proporcién y el numero de células-p y a por islote.

1.6. Aislamiento de islotes pancreaticos y secrecion de insulina in vitro

El método para el aislamiento de los islotes pancreaticos usado en este trabajo
fue el reportado por (Zmuda et al. 2011), salvo por algunas modificaciones.
Brevemente, se inyectdé una solucién de colagenasa tipo IV (Sigma-Ardrich,
EUA) con medio Hanks (Life technologies, EUA), en una concentracion de 1mg

de colagenasa / ml, a través del conducto comun biliar. Previamente, se cerrd
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la apertura pancreatica al duodeno mediante el uso de una pinza Kelly recta
con el fin de evitar que la solucion de colagenasa llegara a los intestinos.

El siguiente paso fue extraer el pancreas con el cuidado necesario para evitar
fugas de la solucion de colagenasa y se continud con una incubaciéon a 37.4°C
durante 10 minutos. Después de dicho tiempo, se agregd una solucién de
medio Hanks con albumina (Sigma-Aldrich, EUA) para detener la reaccion de la
colagenasa y se realizaron los lavados correspondientes con medio Hanks. Los
islotes pancreaticos fueron separados de los remanentes del tejido acinar
utilizando un gradiente de Histopaque (Sigma-Aldrich, EUA) y medio Hanks, en
el cual los islotes se concentran en la interfase después de una centrifugacion a
3200 rpm por 24 minutos sin aceleracion ni freno, hecho a una temperatura de
4°C, permitiendo su captura con una pipeta Pasteur. Nuevamente, se
realizaron los lavados correspondientes con medio Hanks para quitar los

residuos de Histopaque.

Al final, el medio Hanks con islotes fue puesta en una caja Petri para permitir la
recoleccion de estos ultimos con ayuda de un microscopio estereoscépico. Una
vez recolectados los islotes pancreaticos fueron incubados por un periodo de
alrededor de 18 horas a 37°C y 5% de CO,; en medio DMEM (glucosa 11.1
mM, suero bovino fetal 10%, Life technologies, EUA) adicionado con un
antibidtico-antimicético 1% (Life technologies, EUA) y biotina 40 nM para el
caso de los islotes aislados de ratones controles o biotina 590 nM para los

islotes aislados de ratones suplementados.

Después del periodo de incubacion, se sustituyé el medio DMEM por medio
Hank’s con glucosa 3 mM (HEPES 11mM y NaHCOs; ; antibidtico-antimicotico
1%; albumina sérica bovina 4% en sales de Spinner) durante 30 minutos a
37°C y 5% de CO, Los islotes se incubaron después en las mismas
condiciones de temperatura y CO, por una hora en solucion de Hank's con
glucosa 5.6 mM (concentracidn normoglucémica) o con glucosa 15.6 mM
(concentracion hiperglucémica). Finalmente, el medio se recuperé y se
almaceno a -80°C hasta ser usado para la cuantificacion de la concentracién de
insulina mediante el kit de ELISA para insulina comercial (ALPCO Diagnostics)

siguiendo las instrucciones del proveedor.
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1.7. Analisis estadisticos

Se trabajé con el programa PASW Statistics v. 18 (SPSS, Hong Kong). Los
datos se representan con media +error estandar de la media. Se utilizaron las
pruebas estadisticas t de Student y ANOVA de dos vias para el analisis entre
dos o mas grupos, respectivamente. * representa diferencia significativa
(p<0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y * respecto al

grupo control en el tratamiento de estreptozotocina.
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J. RESULTADOS

J.1. Efectos de la suplementacion con biotina sobre el peso del animal

Durante todo el experimento se monitore6 el peso de los animales dando
como primer resultado que la suplementacion con biotina no modifica el peso ni
al final del periodo de suplementacién ni como consecuencia de ésta en la
etapa adulta, aun cuando esta dieta ha sido retirada (tabla 1 y fig. 13 lineas

negray blanca).

Por otra parte, como consecuencia del tratamiento con estreptozotocina, se
afectd el peso de los animales, ya que como se puede observar en la fig.13
(lineas azul u oro) después de la primera inyeccidn de este quimico (dia
experimental 38) el grupo control-STZ y suplementado-STZ comenzaron a
bajar de peso. El decremento observado es similar en los dos grupos. Al final
del experimento (dia experimental 65) el grupo suplementado-STZ presentd

mas peso que el grupo control-STZ (tabla 1 y fig.13).

42



Control Control

[ suslementado |

[ suplementado |

Suplementado-STZ

suplementadao

SACRIFICIO

! !

Periodo inicial del Final del periodo de
experimento suplementacién
(dia 6) (dia 21)

!

3 dias antes del inicio
de la induccion de
diabetes
(dia 38)

Final del periodo de
induccién de diabetes

! !

Periodo final posterior
a la induccién de

(dia a2} diabetes [dia 65)

Tabla 1. Efecto de la suplementaciéon con biotina sobre el peso del animal. Con el fin de resumir todos los

datos obtenidos, Unicamente se muestran aquellos correspondientes

a momentos especificos del

experimento. Los datos representan media + error estandar.” y * representan diferencias significativas (p <

0.05) respecto al grupo control

correspondientes al

tratamiento de dieta o al

tratamiento de

estreptozotocina, respectivamente. Grupo control (n = 13), suplementado (n = 14), control — STZ (n=19) y

suplementado — STZ (n=19).

Grupo experimental

Promedio peso de los animales (gr)

Dia 0, destete ‘

Final periodo suplementacién
(dia 21)

Inicio del periodo de inducciéon de
diabetes (dia 38)
Final del periodo de induccion de
diabetes (dia 42)
Final periodo posterior a la
induccién de diabetes (dia 65)

10.2+0.18
Control Suplementado
16.86 + 0.20 16.87 +0.18
Control Suplementado Control - STZ Suplem — STZ
17.98 + 0.32 17.8 +0.24 17.46 + 0.26 17.68 + 0.28
18.28 + 0.28 18.16 + 0.21 15.2 + 0.36" 15.22 + 0.41*
18.02 + 0.25 17.91 + 0.22 16.21+ 0.36% 17.01 + 0.35

Peso (gr)

Tratamiento

M Control

Ol suplementado
Econtrol-STZ

B suplementado-STZ

T T T T T

L} T
35 38 39 40
Dia experimental

T
41

Fig. 13 Curva de crecimiento de los animales durante todo el experimento
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J.2. Consumo de alimento durante todo el experimento

El consumo de alimento por raton no mostré ser diferente durante todo el
experimento entre los grupos estudiados (tabla 2). Sin embargo el analisis del
consumo de dieta por gramos de peso corporal revelé que al sexto dia de la
ingesta de las dietas, el consumo promedio de dieta (consumo/ gramo de peso
corporal) fue similar entre los grupos control y suplementado. Sin embargo, en
el ultimo dia de este periodo (dia 21) el grupo suplementado presentd un

consumo menor en comparacion al grupo control (tabla 3).

Durante el periodo que corresponde al tratamiento con estreptozotocina, los
grupos tratados con este agente disminuyeron su consumo de alimento
respecto a aquellos unicamente tratados con el vehiculo de citrato de sodio.
Finalmente, hacia el final del experimento (dia 62) el grupo suplementado-STZ

tuvo el consumo de alimento mas bajo (tabla 3).
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Control Control —
L)
@ =
Suplementado o
L)
[ suslementado | [ suslementado | =
w
Suplementado-STZ

! ! ! l !

Final del periodo de Periodo final posterior
induccién de diabetes a la induccién de
(dia 42) disbetes (dia 62)

3 dias antes del inicio
de la induccién de
diabetes
(dia 35)

Final del periodo de
suplementacién
(dia 21)

Periodo inicial del
experimento
(dia &)
Tabla 2 Consumo de alimento (gr de dieta consumida/ raton) durante tiempos especificos a través del
experimento. Los datos representan media + error estandar.

Grupo experimental

Control (gr) Suplementado (gr)

Periodo inicial del experimento 2.63+0.20 258 +0.14
(dia 6)
Final periodo suplementacion 3.08 +0.27 2.73+0.19
(dia 21)
3 dias antes del Inicio del periodo 2.57 +0.11 2.76 + 0.07
de induccion de diabetes (dia 35)
Control Suplementado Control - STZ Suplem - STZ
Final del periodo de induccion de 2.66 + 0.08 2.58 +0.03 1.55+0.34 1.32 +0.36
diabetes (dia 42)
Periodo final posterior a la 5.33+0.87 5.06 +0.24 4.64 +0.25 3.74+0.44
induccion de diabetes (dia 62)

Tabla 3 Consumo de alimento (gr de dieta consumida/ gr de peso corporal) durante tiempos especificos a
través del experimento. Los datos representan media + error estindar. © y * representan diferencias
significativas (p < 0.05) respecto al grupo control correspondientes al tratamiento de dieta o al tratamiento de
estreptozotocina, respectivamente.

Grupo experimental

Control (gr/gr)

Suplementado (gr/gr)

Periodo inicial del experimento 0.21 +0.009 0.217 + 0.007
(dia 6)
Final periodo suplementacion 0.181 +0.007 0.163 + 0.005"
(dia 21)
3 dias antes del Inicio del periodo 0.148 + 0.003 0.158 + 0.002"
de induccion de diabetes (dia 35)
Control Suplementado Control - STZ Suplem - STZ
Final del periodo de induccion de 0.146+0.003 0.142+0.001 0.102+0.009" 0.084 +0.009"
diabetes (dia 42)
Periodo final posterior a la 0.253+0.015 0.262+0.005 0.270+0.005 0.207+0.009"*
induccion de diabetes (dia 62)
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J.3. Efectos de la suplementacion con biotina sobre la tolerancia a la
glucosa

La suplementacion temprana de biotina seguida por la administracion de la
dieta control, no modifica la tolerancia a la glucosa en la etapa adulta, ya que
no se observaron diferencias entre los grupos control y suplementado en los
animales que no recibieron el tratamiento con STZ como puede ser observado
en la tabla 4 y la fig.14 (panel A lineas negra y blanca; panel B barras negra y
blanca). Tal y como se esperaba, debido al efecto de la estreptozotocina, tanto
el grupo control-STZ como suplementado-STZ presentan intolerancia a la
glucosa en comparacion a sus respectivos grupos controles. Sin embargo, el
analisis del area bajo la curva muestra que el grupo suplementado-STZ tiene
una mejor tolerancia a la glucosa en comparacion al grupo control-STZ (fig. 14

panel A lineas azul y oro; panel B barras azul y oro).

o
Control Control —
o
® =
=
o
| Suplementado | | Suplementado | T
[}
Suplementado-5TZ

) S l

Curva intraperitoneal de
tolerancia a la glucosa realizada
aprox. 20 dias después de la
ultima inyeccion de SYZ

Tabla 4 Efecto de la suplementacion con biotina sobre la tolerancia a la glucosa en una prueba intraperitoneal.
Los datos representan media + error estindar. * representa diferencia significativa (p < 0.05) respecto al grupo
control en el tratamiento de dieta y * respecto al grupo control enel tratamiento de estreptozotocina. Grupo
control (n = 5), suplementado (n = 5), control — STZ (n=13) y suplementado — STZ (n=13).

Grupo Glucosa(mg/dl)  Glucosa(mg/dl) Glucosa(mg/dl) Glucosa(mg/dl) Glucosa(mg/dl)
experimental 0 min 15 min 30 min 60 min 120 min
Control 60.6 +6.8 300.4 + 20 200.8 + 20.5 123 +6.2 69.4 +5.2
Suplementado 64.8+7.2 306.4 +5.8 207.8 +4.9 130.6 +4 89.2+4.9"
Control -STZ  106.38+11.1* 323.46 + 17 355.38 + 14.3" 309 + 14.5% 217.15 + 19.4*
Suplem — STZ 83.92+9.1 268.38 + 20.5 302.92 + 22.4* 261 +24.2% 155.92 + 23.8"
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Fig. 14 A) Curva intraperitoneal de tolerancia a la glucosa realizada aprox. 20 dias después de la ultima
inyeccion de STZ y B) anilisis del drea bajo la curva. Los datos representan media + error estindar. *
representa diferencia significativa (p < 0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y * respecto
al grupo control en el tratamiento de estreptozotocina. Grupo control (n = 5), suplementado (n = 5), control —
STZ (n=13) y suplementado — STZ (n=13).
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J.4. Efectos de la suplementacion con biotina en las concentraciones

sanguineas de glucosa en condiciones de ayuno

En la etapa adulta, justo antes de la primera inyeccién de STZ, no se observo
diferencia en la concentracién sanguinea de glucosa entre los grupos control y
suplementado (fig.15 panel A). De acuerdo con las acciones de la
estreptozotocina, 10 dias después de la ultima inyeccion de STZ los grupos
tratados con ésta presentaron una concentracion de glucosa mayor en
comparacion a sus respectivos grupos controles (fig.15 panel B barras azul y

oro).

Sin embargo, se observo una diferencia significativa entre estos dos grupos,
siendo aquellos animales que recibieron la dieta suplementada los que
presentaron una concentracion menor de glucosa sanguinea en comparacion al
grupo que durante toda la experimentacion recibié la dieta control (fig.15 panel
B barras azul y oro). El analisis de la concentracion sanguinea de glucosa se
realizé también a los 19 dias después de la ultima inyeccion en condiciones de
ayuno de 16 horas, observandose que se mantiene una menor glucemia en el
grupo suplementado-STZ en comparacion al grupo control-STZ (fig. 15 panel C
barras azul y oro). Resulta interesante remarcar que la concentracion
sanguinea del grupo suplementado-STZ no fue estadisticamente diferente en
comparacion al grupo suplementado sin tratamiento con la STZ (fig.15 panel C

barras blanco y oro).
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Fig. 15 Concentraciéon de glucosa en condiciones de ayuno. Los datos representan media +error estiandar. * representa
diferencia significativa (p < 0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y * respecto al grupo control en el
tratamiento de estreptozotocina. A) Grupo control (n = 32), suplementado (n = 33). B) Grupo control (n = 13),
suplementado (n = 14), control — STZ (n=19) y suplementado — STZ (n=19). C) Grupo control (n = 5), suplementado (n =5),
control — STZ (n=16) y suplementado — STZ (n=17).

49



J.5. Efectos de la suplementacion con biotina en las concentraciones

sanguineas de glucosa en condiciones ad libitum

Después del periodo de induccién de diabetes no se encontraron diferencias en
las concentraciones de glucosa sanguinea en condiciones ad libitum entre el
grupo control y suplementado (fig. 16 barras negra y blanca). De manera
esperada, si hubo diferencias entre los grupos tratados con STZ vy sus
respectivos grupos controles. Sin embargo, en el caso de los grupos tratados
con este agente diabetogénico no se observd diferencia estadisticamente

significativa entre ellos (figura 16, barras azul y oro).
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Fig. 16 Concentracion de glucosa sanguinea en condiciones ad libitum 14 dias posteriores a la ultima inyeccion
de STZ. Los datos representan media +error estindar.’ representa diferencia significativa (p < 0.05) respecto
al grupo control en el tratamiento de dieta y # respecto al grupo control en el tratamiento de estreptozotocina.
Gpo. control (n=10), gpo. suplementado (n = 9), gpo. control-STZ (n= 15), gpo. suplementado-STZ (n= 15).
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J.6. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la secrecion de

insulina

La prueba de secrecion de insulina in vitro realizada con los islotes
pancreaticos aislados después de 3 semanas posteriores a la ultima inyeccion
de STZ mostré que los correspondientes al grupo suplementado secretaron
mas insulina en concentraciones normoglucemicas (5.6 mM) asi como en
hiperglucemicas (15.6 mM) en comparacion a los islotes del grupo control
(fig.17 barras negra y blanca). Los islotes de los grupos control-STZ y
suplementado-STZ (fig. 17 barras azul y oro) claramente presentan una
capacidad de secrecion de insulina dafada en respuesta a glucosa cuando se
compara con la de sus grupos controles (fig. 17 concentracion de glucosa 15.6
mM). Sin embargo entre estos dos grupos tratados con STZ, los islotes del
grupo suplementado-STZ muestran una tendencia a tener mayor capacidad de
secrecion en condiciones normoglucemicas (fig. 17 barras azul y oro
concentracion de glucosa 5.6 mM) respecto a los islotes del grupo control-STZ.
En tanto que, en concentraciones hiperglucemicas la diferencia es
estadisticamente significativa (fig. 17 barras azul y oro concentracion de

glucosa 15.6 mM).
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Fig. 17 Secrecion de insulina in vitro de islotes aislados 3 semanas después de la Gltima inyeccion de STZ. Los
datos representan media +error estindar. * representa diferencia significativa (p < 0.05) respecto al grupo
control en el tratamiento de dieta y * respecto al grupo control en el tratamiento de estreptozotocina.

J.7. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el peso del pancreas

No se observaron cambios en el peso del pancreas entre los grupos
suplementado y control (fig.18 barras negra y blanca). Como consecuencia de
la diabetes inducida por la estreptozotocina, los pancreas de los grupos control-
STZ y suplementado-STZ disminuyen su peso respecto a sus grupos controles
(fig.18). Sin embargo, no se observaron diferencias entre estos grupos con

diabetes (fig.18 barras azul y oro).
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Fig. 18 Relaciéon del peso de pdncreas por el peso corporal al finalizar el periodo de 3 semanas de
suplementacion (izq) y al finalizar las 3 semanas posteriores a la ultima inyecciéon de STZ (der). Los datos
representan la media + error estandar de 4 pancreas para cada grupo. “representa diferencia significativa (p <
0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de estreptozotocina.

J.8. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el area total del islote

Al finalizar las tres semanas posteriores a la ultima inyeccién de STZ, no se
observo ninguna diferencia significativa en el area promedio de los islotes entre
los cuatro grupos estudiados (fig. 19 panel A). De igual manera, la distribucién

de areas fue muy similar (fig.19 panel B).
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Fig. 19 A) Area total de los islotes al finalizar las 3 semanas posteriores a la iltima inyeccién de STZ. B)
Representacion de la distribucion de tamafios de los islotes pancreaticos. Se muestra la media + error
estandar de 260 islotes para el grupo control, 268 para el grupo suplementado, 133 para el grupo control-STZ
y 124 para el grupo suplementado-STZ. En la parte inferior se muestran imagenes representativas del area
promedio de los islotes para cada grupo.
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J.9. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la proporciéon de

células-B y a por islote

A pesar de haber dejado de recibir una dieta suplementada con biotina por
aproximadamente seis semanas, los islotes del grupo suplementado presentan
una proporcion de células-B y a estadisticamente diferente de aquella que se
observa en el grupo control. En el grupo que recibi6 la vitamina se observd un
porcentaje de células- menor que en el grupo control (tabla 5 y fig. 20 panel A
barras negra y blanca). Complementando esta modificacion en la proporcion de
células-B, se observé que en el grupo suplementado hay mayor presencia de

células-a (tabla 5y fig. 20 panel B barras negra y blanca).

Por otra parte, las proporciones de estos dos tipos de células también se
observan modificados en los grupos tratados con estreptozotocina (tabla 5 y fig.
20 panel A y B barras azul y oro) presentandose en el grupo suplementado-
STZ una mayor proporcion de células-B y por ende una menor de células-a ,
mientras que el grupo control-STZ presento una relacion de casi 50:50 para
ambas células. Finalmente, cabe mencionar que las proporciones celulares
entre los grupos tratados con STZ y aquellos que fueron tratados con buffer de

citrato de sodio difieren significativamente.

Tabla 5 Proporcion de células- y o por islote después de la induccion de diabetes con STZ. Se muestran la
media + error estandar de 260 islotes para el grupo control, 268 para el grupo suplementado, 133 para el
grupo control-STZ y 124 para el grupo suplementado-STZ." representa diferencia significativa (p < 0.05)
respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y * respecto al grupo control en el tratamiento de
estreptozotocina

Grupo experimental Fraccion del area total del islote (%)

Células- Células-a

Control 83.41 +0.86 16.58 + 0.86
Suplementado 79.5 +0.98" 20.49 + 0.98"
Control - STZ 52.85 + 1.42% 47.14 + 1.42*
Suplem - STZ 63.41 + 1.55* 36.58 + 1.55"*
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Fig. 20 A) Proporcion de células-p y B) de células-a por islote después de la induccion de diabetes con STZ. Se
muestran la media + error estandar de 260 islotes para el grupo control, 268 para el grupo suplementado, 133
para el grupo control-STZ y 124 para el grupo suplementado-STZ. * representa diferencia significativa (p <
0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y # respecto al grupo control en el tratamiento de
estreptozotocina. En la parte inferior se muestran imagenes representativas de la proporcion de dichas células
por islotes para cada grupo.
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J.10. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el numero de células-

B y a por islote

El conteo de células-B por islote mostré que los dos grupos tratados con
estreptozotocina independientemente de la dieta recibida en el periodo
posterior al destete, presentaban islotes con un menor nimero de células-
(fig. 21 panel A barras azul y oro) comparados con aquellos grupos que solo
recibieron inyecciones con el vehiculo, en los cuales tampoco se observo
diferencia alguna por efecto de la dieta (fig. 21 panel A barras negra y blanca).
Mientras tanto, el analisis del numero de las células-a mostré que en islotes
menores a las 10 000 um? el tratamiento con estreptozotocina provoca un
aumento en el numero de esta poblacién celular independientemente de la
dieta administrada en etapas tempranas (fig. 21 panel B barras azul y oro).
Este resultado solo fue estadisticamente significativo en el grupo control-STZ
en islotes de entre 10 000 y 20 000 um?. En islotes de mayor tamario, no se

observo diferencia estadistica.
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Fig. 21 A) Numero de células-f y B) de células-a. por islote después de la induccion de diabetes por STZ. Se
muestran la media + error estandar de 260 islotes para el grupo control, 268 para el grupo suplementado, 133
para el grupo control-STZ y 124 para el grupo suplementado -STZ. * representa diferencia significativa (p <
0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y " respecto al grupo control en el tratamiento de
estreptozotocina.
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J.11. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el tamano de las
células-By a

Después de casi 6 semanas de haber cambiado la dieta suplementada, los
islotes del grupo suplementado presentaron un area promedio de células-
menor comparados con los islotes de los animales alimentados con dieta
control (fig. 22 panel A barras negra y blanca). Por otro lado, las células-3 de
los grupos tratados con estreptozotocina presentaron areas mayores en
comparacion con sus respectivos grupos controles (fig. 22 panel A). El efecto
de la dieta en estos grupos diabéticos no fue perceptible, ya que no hubo
diferencia alguna entre el grupo suplementado y el control (fig. 22 panel A
barras azul y oro). Con respecto al area de las células-a, el tamano no fue
diferente entre los grupos tratados con vehiculo (fig. 22 panel B barras negra y
blanca) sin embargo, en los grupos tratados con estreptozotocina se observo
que el grupo suplementado-STZ tenia células-a con un tamafo promedio
menor a aquellas del grupo control-STZ (fig. 22 panel B barras azul y oro).
Finalmente, ambos grupos fueron estadisticamente mayores a sus
correspondientes grupos controles tratados con citrato de sodio (fig. 22 panel
B).
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Fig. 22 A) Tamaiio de las células-p y B) tamaiio de las células-a después de la induccion de diabetes por STZ.
Se muestran la media + error estandar de 260 islotes para el grupo control, 268 para el grupo suplementado,
133 para el grupo control-STZ y 124 para el grupo suplementado-STZ. * representa diferencia significativa (p
< 0.05) respecto al grupo control en el tratamiento de dieta y * respecto al grupo control en el tratamiento de
estreptozotocina.

58



K. DISCUSION

La diabetes mellitus ha alcanzado proporciones alarmantes a nivel mundial y
en México no ha sido la excepcion, por lo cual es indispensable una mayor
investigacion cientifica sobre cada aspecto de esta enfermedad asi como en el
desarrollo de mejores estrategias para su prevencion, tratamiento e idealmente
para su cura. Diversos estudios han encontrado que el periodo posterior al
destete es un periodo critico, en donde se producen cambios para alcanzar la
capacidad funcional del islote pancreatico que le permitiran poseer un control
glucémico en etapas posteriores de la vida. La biotina es una vitamina que
actua como grupo prostético de las carboxilasas, independientemente de esta
funcién se ha encontrado que en concentraciones farmacolégicas la biotina es
capaz de modificar la expresién génica y posee efectos sobre procesos
biolégicos como el metabolismo de la glucosa y el desarrollo. En este trabajo
se propuso analizar los efectos de una dieta suplementada con biotina,
administrada durante el periodo posterior al destete, sobre los islotes
pancreaticos y la homeostasis de la glucosa ante la induccién de dafo de las

células- B en la etapa adulta.

Los resultados mostraron que la administracion de biotina durante 3 semanas
posteriores al destete produjo una mejor tolerancia a la glucosa (fig.14) y
niveles glucémicos mas bajos en condiciones de ayuno (fig. 15 panel B y C)
después de la destruccion de las células-B por la estreptozotocina, lo que
sugiere que la suplementacién con biotina durante el periodo posterior al
destete permite un mejor enfrentamiento ante la diabetes mellitus en la edad
adulta. Estos resultados apoyan estudios previos en los que se encuentra que
en diversos modelos animales (Reddi et al. 1988; Zhang et al. 1996; Zhang et
al. 1997) asi como en humanos (Koutsikos et al. 1996; Maebashi & Makino
1993; Coggeshall 1985) la biotina mejora la condicién diabética. Pero a
diferencia de estos reportes, este trabajo reporta por primera vez que la
suplementacion con biotina administrada en la ventana critica del post destete

es capaz de atenuar el desarrollo de diabetes.
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En la diabetes mellitus se pueden observar situaciones de hiperfagia y, a pesar
de ello, también se observa una pérdida de peso. En nuestro proyecto, el dafio
infligido a las células- con estreptozotocina en los ratones control-STZ produjo
ambos efectos, en tanto que los ratones del grupo suplementado-STZ
recuperaron la pérdida de peso inicial y tuvieron un consumo promedio de
alimento menor en comparacion a los animales del grupo control-STZ (fig. 13

lineas azul y oro y tabla 3 dia experimental 62).

Se ha establecido que la secrecién adecuada de insulina al estimulo de
glucosa es esencial para la prevencion del desarrollo de diabetes (Weir et al.
2001). En este trabajo, se observd que los islotes aislados del grupo
suplementado-STZ presentaban una mayor secrecion de insulina en
concentraciones hiperglucemicas en comparacion al grupo control-STZ (fig.17).
Incluso, en concentraciones normoglucemicas, se observa una mayor
secrecion en el grupo suplementado-STZ (fig.17), aunque esto no fue

estadisticamente significativo.

En otros trabajos se ha reportado que los niveles de insulina en sangre no se
modifican en respuesta a la administracién de biotina, a pesar de una mejora
de la condicidn fisiologica ante la diabetes mellitus (Reddi et al. 1988; Zhang et
al. 1996; Zhang et al. 1997). Sin embargo, estos autores no estudiaron la
actividad secretora de la insulina en los islotes pancreaticos aislados como lo
hicimos en este trabajo. En apoyo a los resultados de este trabajo, se ha
reportado que los islotes cultivados con biotina y en concentraciones
glucotoxicas presentan un aumento en la secrecién de insulina (Yoshikawa et
al. 2002).

El analisis morfométrico realizado mostré que la proporcion de células-B por
islote es mayor en el grupo suplementado-STZ en comparacion con la del
grupo control-STZ (tabla 5 y fig. 20 panel A). El modelo de hiperglucemia
inducida por dosis multiples de estreptozotocina realizado en etapas adultas no
se caracteriza por ser un modelo de regeneracion de las células- (Kataoka et
al. 2013; Risbud & Bhonde 2002; Bouwens & Rooman 2005b; Thyssen et al.

2006) por lo que la presencia de un mayor porcentaje de este tipo de células
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por islote en el grupo suplementado-STZ posiblemente se debié a un efecto de
la biotina en la resistencia y supervivencia de las células-B hacia la
estreptozotocina. Es interesante sefalar que en estudios realizados en el
higado de ratones que recibieron durante 8 semanas una dieta suplementada
con biotina se reporté un aumento en la transcripcién de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Larrieta et al. 2010), una enzima que tiene un importante
papel en la proteccion contra las especies reactivas de oxigeno (Salati & Amir-
Ahmady 2001), uno de los mecanismos de dafio propuesto para la
estreptozotocina. Se requeriran mas estudios para determinar si éste u otro
mecanismo provocO un mayor porcentaje de células-f en el grupo

suplementado-STZ comparado con el control-STZ.

Desde la década de 1970 se propuso la hipoétesis bi-hormonal, en la cual se
explica que la diabetes mellitus no solo es el resultado de una deficiencia y/o
resistencia a la insulina sino también un exceso relativo o absoluto de
glucagon, el cual puede provocar una mayor tasa de liberacion de glucosa por
el higado, favoreciendo la hiperglucemia (Unger & Orci 1975). En apoyo a esta
hipotesis, estudios han reportado un aumento en la masa de células-a en
modelos animales de diabetes experimental (Li, F. Karlsson, et al. 2000; Zhang
et al. 2012; Plesner et al. 2014). En el analisis morfométrico, realizado en este
trabajo, sobre la poblaciéon de células-a se observd que el grupo
suplementado-STZ tenia la proporcidn por islote (fig. 20 panel B) y el tamafio
celular (fig.22 panel B) disminuidos en comparacién a aquellos del grupo
control-STZ, lo cual sugiere que la suplementacion con biotina en edades
tempranas no solo tiene un efecto sobre las células-f sino también sobre las

células-a, disminuyendo el aumento de estas ultimas en el dafo de las células-

B.

Una mayor secrecion de insulina (principalmente en concentraciones
hiperglucemicas), una mayor proporcioén de células-f y una menor de células-a
por islote asi como un tamano celular de estas ultimas disminuido sugieren ser
parte del mecanismo por el cual la suplementacion con biotina durante el
periodo posterior al destete permitid un mejor enfrentamiento ante la induccién

de daino en la edad adulta. En otros estudios, se ha reportado una mejora en la
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condicion fisiologica ante la diabetes por parte de la biotina por efectos sobre el
higado (Dakshinamurti & Li 1994; Sugita et al. 2008) por lo cual sera
interesante analizar la participacion de este érgano en el efecto de la biotina
observado en este trabajo asi como también lo seria la evaluacién en la
secrecion de glucagon, puesto que esta ha sido reportada estar incrementada
en condiciones de diabetes mellitus (Gromada et al. 2007; Quesada et al.
2008b).

Los datos obtenidos en los grupos experimentales que no fueron sometidos al
protocolo de inyecciones de estreptozotocina, sino solo del vehiculo, nos
ayudan a dilucidar los efectos de la suplementaciéon con biotina durante el
periodo posterior al destete que pudieron haber influido en la mejora de la
condicion fisiologica ante la diabetes mellitus. La informacion mas relevante se
obtuvo en la secrecidn de insulina, ya que se observé que los islotes del grupo
suplementado presentaban una mayor secrecion de dicha hormona en
concentraciones normo e hiperglucemicas (fig.17), efecto que también se
observo a las 8 semanas de suplementacion con biotina en el reporte de Lazo
de la Vega-Monroy et al. (2013). Sin embargo, en nuestro estudio la
administracién de la dieta suplementada fue unicamente durante las 3 semanas
posteriores al destete, lo que destaca la importancia de la suplementacion con
biotina durante un periodo de ventana critica sobre la funcién de la célula- en

la edad adulta.

Al igual que lo observado en los estudios de Lazo de la Vega-Monroy et al.
(2013) y Larrieta et al. (2010) no hubo diferencia en el peso (fig. 13) y el
consumo de alimento (tabla 2 y 3) entre el grupo control y el suplementado.
Con respecto a la homeostasis de la glucosa, la administracion de la biotina en
la dieta durante las 3 semanas posteriores al destete no modificé la tolerancia
a la glucosa (fig. 14) ni las concentraciones de glucosa en condiciones de
ayuno (fig. 15) y ad libitum (fig. 16) en la etapa adulta.

Por otra parte, el analisis morfométrico mostré que la proporcién por islote de
células-B es menor y la de células-a es mayor en el grupo suplementado

respecto al grupo control (tabla 5 y fig. 20). Ademas, el grupo suplementado
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también se caracterizd por tener un tamano de célula- mas pequeno (fig. 22

panel A).

El aumento en la secrecion de insulina y una mayor proporcion de células-a en
el grupo suplementado, observados en este trabajo, podrian ser efectos
relacionados entre si. Estudios previos han mostrado la importancia del
glucagon en la secrecion de insulina inducida por glucosa (Siegel & Creutzfeldt
1987; Pipeleers et al. 1982; Goke 2008; Gelling et al. 2009; Wang et al. 2011)
por lo que un aumento en la proporcion de células-a podria traducirse como un
aumento en la secrecion de glucagon, estimulando el aumento en la liberacién
de insulina por parte de las células-p. Futuros estudios tendran que abordar si

la suplementacién con biotina afecta o no la secrecién de glucagon.

Aunado a esto, se ha reportado que en modelos de dafio pancreatico las
células-a pueden funcionar como progenitores y protectores de las células-8
(Habener & Stanojevic 2013). La hipdtesis B > a > 3 sefala que las células-f3
danadas envian senales paracrinas a las células-a , las cuales a su vez
responden estimulando la regeneracion de las células-f o incluso
transdiferenciandose hacia este tipo celular, dependiendo de la intensidad del
dafo (Habener & Stanojevic 2012). Se propone que en estas condiciones
fisiopatoldgicas, las células-a son capaces de sintetizar y secretar GLP-1, el
cual tiene como efectos aumentar la secrecion de insulina asi como la masa y
supervivencia de las células-B (Baggio & Drucker 2007; Doyle & Egan 2007;
Buteau 2011). Entonces, sera un tema a considerar en estudios futuros si la
suplementacion con biotina en el periodo posterior al destete estimula la
sintesis y secrecion de GLP-1 en las células-a y por ende aumenta la secrecion
de insulina. Este posible efecto de la suplementacion con biotina sobre la
sintesis y secrecion de GLP-1 por parte de las células-a puede ser clave para
explicar por qué el grupo sometido a la induccion de diabetes (suplementado-
STZ) presenta una mejor homeostasis de la glucosa en comparacion al grupo
no suplementado (control-STZ).

Finalmente, resulta interesante que en el area promedio de los islotes no se
hayan observado diferencias entre los grupos tratados con citrato de sodio y

con estreptozotocina (fig. 19 panel A), ya que estudios previos han reportado
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una disminucion de esta en los grupos diabéticos (Vagn Bonnevie-Nielsen et al.
1981; Li, F. Karlsson, et al. 2000; O’Brien et al. 1996). En este trabajo el criterio
usado para considerar un islote pancreatico consistiéo en agrupaciones mayores
a 4 células endocrinas, criterio previamente reportado (Jo et al. 2011).
Mientras que en los estudios de Bonnevie-Nielsen et al. (1981), Li et al. (2000)
y O’Brien et al. (1996) el criterio usado para considerar los islotes no fue
mencionado, por lo cual a falta de esta informacién no es posible discernir la
razon de la discrepancia. Por otra parte, el tamafo de las células-a y 8 se vio
incrementado en los grupos tratados con estreptozotocina (fig. 22), sin
embargo la mayoria de los estudios realizados con este agente diabetogénico
ha reportado una hipoplasia de células-B y una hiperplasia de células-q,

careciendo los reportes sobre los tamanos celulares de estas células.

En resumen, de acuerdo con nuestra hipétesis, en este trabajo encontramos
que la alimentacion con una dieta suplementada con biotina durante las
primeras tres semanas después del destete fue capaz de inducir cambios que
permiten un mejor enfrentamiento ante la induccion de dafio de las células- (3,
lo cual se reflejé en una mejor homeostasis de la glucosa. Este efecto se
encuentra principalmente asociado con un aumento en la secrecion de insulina

asi como una proporcion modificada de células-B y a por islote.
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L. CONCLUSIONES

La suplementacion con biotina durante el periodo posterior al destete permitio
un mejor enfrentamiento ante la induccion de dafo de las células- B en la edad
adulta, lo cual se reflejo en una mejor homeostasis de la glucosa. Dicho efecto
puede estar asociado con una mejor conservacion de la secrecidn de insulina y
de la proporcion de células-B por islote asi como también por una baja

proporcion de células-a.

La suplementacion con biotina durante las 3 semanas posteriores al destete
aumento la secrecién insulina en concentraciones normo e hiperglucemicas y la
proporcion de células-a por islote, en tanto que disminuyo la de células-f. Sin
embargo, estos efectos no afectaron la homeostasis de la glucosa en

condiciones no patoldgicas.

En resumen, la suplementacion con biotina durante las tres semanas
posteriores al destete tiene efectos sobre la homeostasis de la glucosa ante el
dafio de las células- B en la edad adulta. Estos efectos apoyan el uso de la
biotina para el desarrollo de estrategias enfocadas a la prevencion de la

diabetes mellitus.
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M. PERSPECTIVAS

Se necesitaran realizar mas estudios enfocados en conocer los mecanismos
por los cuales la suplementacion con biotina administrada durante las 3
semanas posteriores al destete permitié un mejor enfrentamiento ante el dafo
de las células- B en la edad adulta, es decir, si fue a través de un efecto en la
resistencia y supervivencia de las células-3 ante la estreptozotocina a través
del aumento de enzimas claves detoxificantes como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa o quiza por la activacion de la secreciéon de GLP-1 por parte de

las células-a.

Ademas, sera conveniente analizar el efecto sobre otros 6rganos que pudieran
tener una participacion en tal efecto de la suplementacién con biotina. El
higado seria un gran candidato, ya que estudios previos acerca del efecto de la
biotina ante la diabetes mellitus han relacionado cambios en la funcion del

higado con la mejora de la condicion fisiolégica observada.

Finalmente, se tendra que analizar si los efectos de la suplementacion con
biotina durante las 3 semanas posteriores al destete aun pueden ser
perceptibles en edades mayores que las analizadas en este trabajo. Incluso si
dichos efectos pueden ser vistos en tiempos de suplementacién menores a las

3 semanas.
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