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A. RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble esencial que funciona como grupo prostético de las
enzimas carboxilasas. Los requerimientos diarios de la vitamina en individuos adultos son 30
microgramos. En concentraciones de 1.5 a 3 odrdenes de magnitud por arriba de sus
requerimientos diarios, (concentraciones suprafisiolégicas) se ha encontrado que modifica
funciones biolégicas como: proliferaciéon celular, desarrollo embrionario, respuesta inmunolégica y
del metabolismo a través de su efecto sobre la expresion génica. En modelos in vivo se ha visto
qgue la biotina incrementa la expresidon de genes que son importantes en el mantenimiento del
islote y la secrecién de insulina dependiente de glucosa.

Estudios previos demostraron que en ratones la suplementacidon con biotina a partir del destete
durante ocho semanas, incrementd la secrecidn de insulina, la expresién de genes que participan
en la secrecion y produccidn de insulina, asi como el tamanfio de los islotes aumentando el nimero
de células a y B. En una investigacidon posterior se encontré que la suplementacidon con biotina
durante etapas tempranas de la vida (3 semanas después del destete) tiene un efecto protector
ante el desarrollo de hiperglucemia y dafio de las células B en la edad adulta. Sin embargo, se
desconocen los cambios que produjo la biotina durante este periodo que permitid al islote resistir
este dafio. En este trabajo se analizd cual es el efecto de dos semanas de tratamiento de la
suplementacidn con biotina, posteriores al destete, sobre el tamafio y la composicién de células
de los islotes, asi como su capacidad de regeneracién, analizando el proceso de neogénesis y la
participacion de la proteina Reglll6.

Ratones hembra BALB/cANnN Hsd dispuestos en dos grupos denominados control y suplementado
se les administré una dieta con 0.8 o 100 mg de biotina/kg de alimento, respectivamente durante
14 dias a partir del destete. Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en las
curvas de tolerancia a la glucosa entre los grupos, sin embargo el grupo suplementado mostré una
tendencia a tener concentraciones menores de glucosa en sangre, lo cual se habia observado en
trabajos anteriores. En cuanto al drea promedio del islote el grupo suplementado presentd un
tamafio mayor cuya diferencia fue estadisticamente significativa, con respecto al grupo control. La
composicion de los islotes del grupo suplementado revelé un aumento en el nimero de células a,

respecto al control, mientras que las células B no exhibieron cambios entre los grupos. Ademas, el



area de las células a dentro del islote para el grupo suplementado, fue significativamente mayor;
en tanto que el area de las células B fue menor con respecto al grupo control.

El andlisis de los islotes positivos a neogénesis mediante el criterio del nimero de células que
separan al islote del ducto, revelé que las células B del grupo suplementado, se encuentran
incrementadas en numero con respecto al grupo control, esto pudiendo deberse a que los islotes
neogénicos correspondientes al grupo suplementado, tienen un mayor grado de maduracién y por
lo tanto tienen un mayor nimero de células B. No obstante entre ambos grupos no se manifestd
una diferencia significativa en el nimero de islotes positivos a neogénesis. De la misma forma no
se mostraron diferencias entre los grupos, en la presencia del marcador Reglll§, el cual se ha
sugerido que participa en el proceso de neogénesis en condiciones de dafio pancreatico.

Los resultados anteriores indican que la suplementacién con biotina durante dos semanas si
contribuye al aumento observado en el tamafio del islote por medio del incremento en el nimero
de células a, asi como en su respectiva area. Sin embargo en cuanto a las células B, el grupo
suplementado presenté una menor area de éstas dentro del islote, manteniendo sin cambios el
numero de células B, lo que podria deberse a una disminucion en el tamafio de estas.

Finalmente no se encontraron diferencias en el nUmero de islotes positivos a neogénesis, ni en la
expresién de la proteina Regllld, a pesar de que los islotes positivos a neogénesis del grupo
suplementado tuvieron significativamente un mayor nimero de células B, por lo que la neogénesis

no se considera como el principal mecanismo de expansién de la célula B después del tratamiento.



B. Introduccion

Las vitaminas son compuestos organicos, necesarios en pequeinas cantidades y esenciales para
mantener un adecuado metabolismo celular (Godinez-Rubi, 2012). Hasta hace poco solamente a
las vitaminas liposolubles se les habia atribuido funciones especificas en la modulacién de la
expresién génica, por ejemplo la vitamina A y D intervienen en procesos como la reproduccién, el
desarrollo embrionario y la funcién inmunitaria, sin embargo en los ultimos afios los estudios
sobre las vitaminas hidrosolubles, que se han caracterizado por actuar como cofactores
enzimaticos, han demostrado su capacidad para actuar sobre la regulacion génica (Pekovich et al,

1998; Oka T, 2001. Zempleni, 2009).

B. 1.1 Biotina
La biotina o vitamina H es una vitamina hidrosoluble esencial, que funciona como grupo prostético
gue se une covalentemente a sistemas de enzimas, en las que participa en reacciones de

carboxilacion y transcarboxilacion.

Fue aislada por primera vez en 1936 por Kogl y Tonnis, y la determinaciéon de su estructura fue
descubierta por Du Vigneau et al en 1942 (Harris et al, 1943), la cual consiste en un compuesto bi
ciclico con un anillo que contiene un grupo ureido (-N-CO-N-) y otro que contiene azufre y se

denomina tetrahidrotiofeno, del cual se ramifica una cadena lateral de acido valérico (Mock,

1991).
O BIOTINA
Anillo &I_
Ureido T
HM MH
| |
_ - HC CH
Anilla | |
Tetrahidrotiofeno H;FHSJ{_H | C"E_LH;-'_CH;_EH;.'—CGDHI

Cadena lateral de acido valérico
Figura 1. Estructura quimica de la biotina

La biotina es esencial para todos los organismos conocidos y es sintetizada por plantas y
microorganismos. Al igual que en todos los mamiferos, los humanos y roedores se carece de la
habilidad de sintetizar esta vitamina (Zempleni, 2009). La biotina puede encontrarse en la mayoria
de los alimentos, siendo algunos como el higado, rifidn, huevo, levadura y leche algunas de las

fuentes mas ricas en este, en comparacion de granos de cereales, fruta y carne.



Los requerimientos en el adulto van desde los 30 pg/dia hasta los 200 pg/dia (Yates, 1998;
Hernandez, 1999), esta cantidad comuinmente se encuentra contenida en la dieta, incluso sin
contemplar la biotina que es sintetizada por las bacterias en el intestino grueso, aunque su

contribucion cuantitativa al metabolismo no esta clara (Said, 2011).

La deficiencia de biotina en el humano es rara, debido a su amplia distribucidn en los alimentos y
su reutilizacién a partir de la protedlisis de las carboxilasas. Sin embargo, desordenes recesivos
autosomales pueden causar un mal funcionamiento en la actividad de las carboxilasas
dependientes de biotina que dan como consecuencia un fenotipo semejante al desarrollado por la

deficiencia de esta vitamina (Pacheco-Alvarez, 2002; Wolf, 1982).

La biotina de los alimentos se encuentra principalmente unida a proteinas. La digestién de las
proteinas de la dieta unidas a biotina, da origen a la biocitina, donde se encuentra unida
covalentemente a una lisina. Es en la regién del duodeno del intestino delgado donde tanto Ia
biotina libre y la biocitina son asimiladas por los enterocitos a través del transportador multiple de
vitaminas dependiente de sodio (SMVT), en reconocimiento de la fraccion de acido valérico
(Cohen, et al., 1982); posteriormente son transportadas en la sangre unida a la albuminay a las a
y B-globulinas. La enzima biotinidasa, contenida en plasma y eritrocitos, cataliza la hidrolisis de
biocitina a biotina libre. Finalmente la biotina en la sangre es captada por el higado, musculo y

rifidn, y esta presente en carboxilasas citosdlicas y mitocondriales.

La funcidn bioquimica de la biotina es la de participar como grupo prostético de cinco enzimas
carboxilasas: Acetil-CoA carboxilasa (ACC), tanto en la isoforma citosdlica (ACC1l) como la
mitocondrial (ACC2); de las enzimas mitocondriales piruvato carboxilasa (PC), propinil-CoA
carboxilasa (PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) (Chapman A. et al., 1999). Las cuales
intervienen en reacciones de sintesis de grasa, carbohidratos y aminodcidos (De Luis Roman,

2010).
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Acetil-CoA Acetil CoA + HCO3- + ATP <> Malonil CoA+ADP+Pi Sintesis de 4cidos grasos

Carboxilasa

Piruvato carboxilasa Piruvato + HCO3- + ATP<> Oxalacetato + ADP + Pi Gluconeogénesis

Propinil-CoA Propinil-CoA + HCO3- + ATP <> Metilmalonil CoA + @ Oxidacién de &cidos grasos. Degradacion de
carboxilasa ADP + Pi isoleucina

B-Metilcrotonil-CoA B-Metilcrotonil CoA + HCO3- + ATP <> pB- | Degradacién de leucina a acetoacetato, y de

carboxilasa Metilglutaconil CoA + ADP + Pi ciertos isoprenoides

Tabla 1. Carboxilasas asociadas a biotina. Modificada Harris R. S. Vitamins and Hormones. Volumen 22.

La unidn covalente de la biotina a las apocarboxilasas (carboxilasas sin actividad enzimatica)
correspondientes requiere de una conversion ATP dependiente de la vitamina a biotinil-5'-
adenilato seguida de la formacion de un enlace semipeptidico del residuo biotinil con el grupo
epsilon-amino de los residuos lisil, ubicado dentro de una secuencia Met-Lys-Met, especifica de las
apocarboxilasas (Lamhonwah, et al., 1987), esta reaccion es catalizada por una holocarboxilasa

sintetaza.

Durante el periodo de funcionamiento de las holocarboxilasas, la biotina se mantiene unida a
estas, hasta que son degradadas por protedlisis en los lisosomas, para dar lugar a residuos de
biocitina. La enzima biotinidasa se encarga nuevamente de romper la unién entre lisina y biotina,

permitiendo la reutilizacion de biotina libre.

El catabolismo de la biotina se da por dos diferentes vias: a través de la B-oxidacion de la cadena
lateral de acido valérico y mediante la oxidacién del anillo de tiofeno de la biotina. En los
mamiferos durante el catabolismo de la biotina se forman diferentes metabolitos los cuales
incluyen a la bisnorbiotina, biotina sulféxidos, bisnorbiotina metilcetona, biotina sulfona vy
tetranorbiotina-1-sulfoxido (Coates, 2005). En la orina humana el principal producto excretado es

la biotina intacta, bis-norbiotina y biotina sulféxido (Castillo, 1991; McCormick, 1994).
B. 1.1.2 Efectos supra fisioldgicos de la biotina

Diferente a su funcién como grupo prostético, se ha evidenciado, que la concentracion de biotina,
en niveles de varios ordenes de magnitud por arriba de sus requerimientos diarios
(concentraciones suprafisioldgicas) tiene efecto sobre la expresidn genética. Tales efectos no son

exclusivos de la molécula de biotina misma, ni son resultado de la actividad de las carboxilasas, ya
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gue se ha observado que los metabolitos resultantes del catabolismo de la biotina como Ia
bisnorbiotina tienen la misma capacidad de modificar la expresién genética (Rodriguez-Melendez,

2003; Rodriguez-Melendez 2006).

Los primeros estudios que encontraron acciones de concentraciones suprafisioldgicas de biotina,
fueron realizados por Dakshinamurti et al.,, en la década de 1960 (Dakshinamurti, 1968;
Dakshinamurti, 1970). Actualmente se tiene en cuenta que su participacion en la regulacion
génica se da tanto a nivel transcripcional como a nivel post transcripcional, lo cual tiene amplios
efectos sobre procesos sistémicos como la proliferacion celular, el desarrollo embrionario
(Watanabe T. et al., 1990; Watanabe T., 1996; Watanabe T., 2009), funciones inmunoldgicas v el
metabolismo (Rodriguez, 2003), principalmente en la homeostasis de lipidos y glucosa (Fernandez-

Mejia, 2005)

A nivel transcripcional se ha evidenciado su influencia en enzimas de su propio metabolismo como
la holocarboxilasa sintetasa (HCS) (Rodriguez- Melendez, 2001; Solérzano-Vargas, 2002), la acetil
coenzima A carboxilasa-1 (ACC-1), la propinil coenzima A carboxilasa-A (PCCA) (Solérzano-Vargas,
2002), asi como en proteinas no relacionadas con éste como la interleucina 2 y el receptor de

interleucina 2, los factores transcripcionales NF-kB, N-myc, c-myb, N-ras y raf.

La biotina tiene también efectos a nivel post transcripcional estudios realizados por Stockert et al.,
demostraron modificaciones en la expresion del receptor de asialoglicoproteinas a través de una
via que requiere GMPc y de la proteina cinasa G (PKG) (Stockert et al., 1990; Stockert et al., 1997;
Collins J. et al., 1988; De la Vega L. et al., 2000). De la misma forma la biotina regula la expresion
del receptor de la insulina por un mecanismo post transcripcional que requiere de la activacién de

la PKG (De la Vega L. & Stockert, 2000).

Por medio de estudios utilizando microarreglos de DNA, se han identificado miles de genes
afectados por concentraciones suprafisioldgicas de biotina (Rodriguez-Meléndez, 2006). En el
metabolismo de la glucosa ha resultado de gran interés debido a la gran cantidad de genes
regulados por esta vitamina, como la glucocinasa (GK) hepatica (Chauhan 1991), la fosfoenol
piruvato carboxicinasa (PEPCK) hepatica, la glucocinasa (GK) pancreatica (Vilches-Flores A., 2005),

asi también como en insulina, el factor transcripcional de las células B; PDX-1.

La biotina a dosis suprafisiolégicas se ha reportado que disminuye la hiperglucemia, resultando util

en el tratamiento de esta condicién (Albarracin, et al., 2005; Singer, et al., 2006). Estudios clinicos
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en pacientes con diabetes tipo 1, tratados con biotina por una semana sin recibir insulina exdgena,
disminuyeron sus niveles de glucosa en ayuno (Coggeshal, et al., 1985). Mientras que otro estudio
en pacientes con diabetes tipo 2, la administracién oral de 9mg de biotina cada dia por un mes,
disminuyd las concentraciones de glucosa en ayuno, asi como de piruvato y lactato (Maebashi, et

al., 1993).
B. 1.1.3 Mecanismos de regulacion en la expresion génica por biotina

La modificacidn en la expresion génica por la biotina se explica por tres mecanismos, el primero a
través de la activacion de la guanilato ciclasa soluble por la biotinil-AMP, el segundo a por medio
de la translocacion de NF-kB al nucleo en respuesta a la deficiencia de biotina, y el tercero por la
remodelacién de cromatina por biotinilacién de histonas. Estos mecanismos aunque distintos, no
son considerados excluyentes para poder llevarse a cabo concomitantemente en las células

(Rodriguez-Melendez, 2003).
B. 1.1.4 Efectos de la suplementacion de biotina en pdncreas

Estudios previos de este grupo de trabajo presentados por Lazo de la Vega et al., 2013, mostraron
los efectos in vivo de una dieta suplementada con biotina en ratones tratados por ocho semanas
pos destete en comparacion a un grupo de ratones control. Los resultados de la dieta enriquecida
arrojaron un aumento en la expresion del mRNA de varios factores de transcripcion participantes
en la expresion y secrecion de la insulina tales como Foxa2 (forkhead box A2), Pdx-1 (pancreatic
and duodenal homeobox) y Hnf4a (hepatocyte nuclear factor 4a), asi mismo el mRNA de la
glucosinasa, Cacnald (calcium voltage-gated channel subunit alphal D), acetil-CoA carboxilasa e
insulina también se vieron incrementados. Todos estos efectos fueron consistentes con un
mejoramiento en la tolerancia a la glucosa asociado con un aumento en los niveles de insulina en
suero por estimulacion de glucosa. Ademas la suplementacién con biotina produjo cambios en la
arquitectura y morfologia del islote que consistieron en un aumento en el porcentaje de islotes
con células a al centro (40.6%) y un aumento en la proporcién de las células B y células a en el
area pancredtica por amplificacién en el tamano de los islotes, sin presentarse cambios en la
proporcién ni composicion de las células a y B (Lazo de la Vega M., et al., 2013), esto ultimo podria
deberse a procesos como incremento en la proliferacién, disminuciéon de apoptosis o un aumento

en la neogénesis.
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B. 2. Pdncreas

El pancreas es tanto una gldndula endocrina como una exocrina, que participa en funciones
fisiolégicas fundamentales como la digestién del alimento y la homeostasis de la glucosa. En los
mamiferos, el pancreas se localiza en el marco duodenal, la primera parte del intestino delgado, y
contempla una composicion determinada por una cabeza, un cuerpo y una cola, y esta
habitualmente conectado con el duodeno por dos conductos. La cabeza es la porcién ensanchada
del 6rgano cercana a la curvatura del duodeno, por encima y a la izquierda de la cabeza se
encuentran el cuerpo y la cola de forma ahusada.

Casi el 99% de las células del 6rgano se disponen en racimos llamados acinos. Los acinos producen
enzimas digestivas, que fluyen al tubo digestivo a través de una red de conductos. Los ductos se
encuentran formados por las células ductales quienes son las responsables de producir
bicarbonato de sodio, el cual neutraliza el dcido estomacal y ajusta el pH para la activacién de las
enzimas digestivas (Pinho, 2011).

El jugo pancredtico es secretado dentro de ductos que se unen intimamente para formar dos
largos conductos principales: el conducto pancreatico o conducto de Wirsung y el conducto
accesorio o conducto de Sartorini, que vuelcan las secreciones en el duodeno. El drgano
pancreatico se halla cubierto completamente por una capa de tejido conectivo, rico en células
mesoteliales, con finos tabiques que dividen a la glandula en Iébulos.

Diseminados entre los acinos exocrinos hay pequefios racimos de tejido endocrino llamados
islotes pancredticos o islotes de Langerhans, que conforman el 1% de la masa total del pancreas
(Tortora et al., 2011), los cuales se encuentran presentes, con mayor densidad en la zona de la
cola. Los islotes de Langerhans, también denominados micro érganos endocrinos (Mezza, 2014),
se pueden definir como agregados celulares vascularizados que comprenden mds de un tipo de
células productoras de hormonas pancreaticas (Bouwens, 2004). Son las unidades funcionales del
sistema multi hormonal pancreatico. Cada islote pancredtico contiene cinco tipos celulares
diferentes: células productoras de insulina o células B, que representan 70%; células productoras
de glucagdn o células a, que representan 20%; las células productoras de somatostatina o células
6, que representan entre 5 a 10%, las células productoras del polipéptido pancreatico o PP, que
abarcan alrededor de 2% y las células secretoras de ghrelina o células € abarcando menos del 1%.
Todas estas hormonas estan involucradas en la regulacion del metabolismo de nutrientes y
homeostasis de la glucosa. Sin embargo, son la insulina y el glucagén quienes juegan un papel

directo en el mantenimiento homeostatico de la glucosa.
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Las células de los islotes estan delimitadas en forma incompleta por una capa delgada de tejido
conectivo reticular que se continta en el interior de los islotes en escasa cantidad (Ross et al.,

1997).

Vesicula biliar_//
[
,/'ﬁ%—Conduao colédoco

ancreas
Esfinter pllorlco e -
{('

Figura 2. Anatomia del pancreas. Localizacién del pancreas en el humano, se muestra su composicion
exocrina (ductos y acinos) y endocrina. Adaptada de Bardeessy y DePinho, 2002

B. 2.1 Arquitectura del islote

En la mayoria de los mamiferos las células endocrinas conforman grupos esféricos u ovoides
conocidos como islotes, estas estructuras se encuentran altamente organizadas. En los ratones y
ratas, las células B se localizan predominantemente en el centro, mientras que los otros tipos
celulares se localizan en la periferia (Krsti¢, 1997). Su diametro puede oscilar de los 50 a los 500

pum y llegan a conformarse por 50 a 300 células en promedio (Hiriart M, 2002).

Los islotes se encuentran bien vascularizados por numerosos capilares, esta organizacion del
aporte vascular permite llevar la sangre del nucleo a la periferia y se le conoce como BAD (B-a-6)
por su forma centrifuga de aporte vascular (Vinik, 2004), ya que va desde las células B hacia las a,
6 y demds que las rodean. De esta manera las células B son el primer tipo celular en notar los

cambios metabdlicos transmitidos en la sangre (Burkitt, 1993).

Los islotes estan inervados por fibras nerviosas auténomas, conteniendo nervios parasimpaticos y
simpaticos que entran en el islote y terminan en la proximidad de las células endocrinas

(Eisenbarth, 2004), y existen comunicaciones intercelulares.
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Figura 3. Composicion del Islote de Langerhans de raton. Adaptada de Reinert, 2014.

B. 2.2 Arquitectura del tejido exocrino

Los tipos celulares pancreaticos exocrinos comprenden el 90% de la masa celular parenquimal en
el pancreas adulto. De la misma forma que las células del islote, las células acinares y ductales
tienen un origen a partir de precursores pluripotentes, dentro del epitelio pancreatico embridnico

(Means, 2001).

La parte exocrina del pancreas consiste de células acinares, ductales y centroacinares. Las células
acinares sintetizan y secretan enzimas digestivas, las cuales estan concentradas en un fluido rico
en bicarbonato que se transporta a través de un complejo de ductos. Los ductos terminales o
intercalados tienen una superficie plana revestida por epitelio escamoso. Las células al final de los
ductos terminales que interactdan con las células acinares son llamadas células centroacinares

(Means, 2001).
B. 2.2.1 Células acinares

Las células acinares o acinos se caracterizan por tener una forma piramidal y ser grandes, llegan a
medir hasta 30um desde la parte apical hasta la parte basal. Su reticulo endoplasmatico rugoso se
encuentra ampliamente concentrado, debido a su funcidn de sintesis y secrecion de enzimas
digestivas (Han 1986) y poseen una gran cantidad de transcritos que codifican para enzimas

proteoliticas como la amilasa, tripsina, elastasa, ribonucleasas, lipasas, fosfolipasas y
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carboxipeptidasa A (Rutter, 1968; Jorgensen, 2007); una vez sintetizadas estas enzimas son

organizadas en la regién apical dentro de granulos de secrecién.
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Figura 4. (A) Acinos pancreaticos ubicados en el sistema ductal. (B) Composicidon del acino pancreatico.
Adaptada de Cano et al, 2007, Bardeesy y DePinho, 2002.

B. 2.2.2 Células ductales

Las células epiteliales ductales contenidas en el arbol epitelial de los ductos tienen como funciones
principales secretar fluido rico en bicarbonato con el fin de diluir y optimizar el pH del concentrado
de enzimas secretado por las células acinares, y transportar esta solucién al lumen intestinal. Los
ductos se encuentran clasificados segln el tamafio y posicidon dentro del arbol epitelial ductal. Los
ductos intercalados se unen para formar ductos intralobulares (revestidos por epitelio cubico), y
estos a su vez se unen para formar ductos interlobulares, los cuales finalmente se fusionan para
formar el ducto principal (cubierto por epitelio columnar simple) que pasa a lo largo del pancreas

hasta el duodeno, donde el fluido con las enzimas digestivas es vertido (Reichert, 2011).

Las células ductales expresan marcadores como anhidrasa carbonica Il (CAll) y factores
transcripcionales como Sox9, Hnf1B y HNF6 (Reichert, 2011), citoqueratina 19 (CK19), asi como

otras citoqueratinas las cuales pueden ser especificas de la especie.

De manera simplificada las células ductales terminales muestran una forma aplanada, con poco
citoplasma, mientras que las células ductales mds centrales tienen una forma cuboidal, y una
region mitocondrial mas densa. Ademds de estas diferencias las células ductales también
muestran una heterogeneidad en la expresién de factores de transcripcién como Sox9, Hnf1f y

HNF6 a lo largo del ducto epitelial, sin embargo aln se desconoce la razén.
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B. 2.2.3 Células centroacinares

Uno de los tipos celulares mds intrigantes son las células centroacinares ya que se ubican en el
limite de las células acinares y el epitelio ductal, presentan caracteristicas de epitelio ductal, pero
se encuentran replegados dentro del epitelio acinar, por lo que no estd claro si las células
centroacinares forman parte de las células ductales terminales o pertenecen a otro tipo celular, e
incluso si posiblemente alberguen multiples tipos celulares (Leeson, 1986). A diferencia de las
células acinares, las células centroacinares son comunmente menores a 10um de diametro y

contienen poco citoplasma (Cleveland, 2012).

Debido las caracteristicas morfoldgicas y ubicacion de este tipo de células, algunos estudios las
han propuesto como una fuente de células progenitoras multipotentes en el pancreas adulto
(Seymour, 2007; Hayashi, 1999; Gasslander, 1992; Stanger, 2005), ademas, en modelos de dafio
pancredtico como pancreatectomia parcial y dafo por la administracidon de estreptozotocina, se ha

demostrado que proliferan rapidamente (Hayashi, 1999 y 2003; Seymour, 2007; Nagasao, 2005).

El origen de las células centroacinares se desconoce aun, en parte por la falta de marcadores
especificos, asi como el desconocimiento que se tiene sobre la heterogeneidad celular que
posiblemente tiene lugar dentro de la posicion centroacinar (Cleveland, 2012), sin embargo
algunas de estas células se ha revelado que expresan Sox9, el cual se encuentra también en células

progenitoras durante el desarrollo pancredtico.
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Figura 5. Organizacion anatomica del arbol ductal pancreético. (A) Células centroacinares son células
ubicadas al final de los ductos, donde se encuentran con los acinos (flecha blanca, escala a 10 um). (B)
Ductos terminales o ductos intercalados (linea punteada), estdn compuestos de epitelio plano y se
superpone dentro de los ductos intralobulares (flecha blanca) cubiertos por epitelio cibico (escala a 10 um).
(C) Ductos intralobulares convergen para formar ductos interlobulares pequefios rodeados por mesénquima
(escala a 10 um). (D) Ductos interlobulares principales son cubiertos por epitelio columnar (escala a 10 um).
Adaptada de Reichert, 2011.

B. 3. Desarrollo Pancredtico

Uno de los modelos animales donde se tiene mejor descrito el proceso de morfogénesis
pancreatico es el ratdn, el cual ha sido de gran importancia para entenderlo en el humano ya que
es muy semejante. Durante la morfogénesis del pancreas en el ratén, se activa un complejo
programa molecular altamente orquestado que controla la distribucidn de las células progenitoras
hacia células de linajes exocrino, endocrino y ductal. Los primeros eventos que regulan el
desarrollo de las regiones endodérmicas donde se dara origen al pancreas, son mediados tanto
por sefiales extrinsecas provenientes del mesodermo contiguo, como por programaciones
intrinsecas que son controladas por factores expresados dentro de las mismas células del

endodermo (Pan & Wright, 2011).

La formacion del pancreas en el ratdn inicia alrededor del dia embrionario E9, cuando dos
rudimentos, uno dorsal primero y otro ventral después, se hacen visibles en la zona del

endodermo del intestino primitivo que dard lugar al duodeno (Barbera & Gasa, 2007). Para el
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rudimento dorsal, las sefales inductivas son derivadas del mesodermo durante la gastrulacion,
después las sefiales permisivas son dadas por la notocorda, la aorta dorsal y finalmente las sefiales
proliferativas por el mesénquima pancreatico. En el caso del rudimento ventral, su desarrollo esta
dirigido por distintos grupos de seiales provenientes del mesodermo lateral, el mesodermo

cardiaco y el septum transversum.

La formacion del pancreas en el roedor se divide cominmente en dos etapas de desarrollo. La
primera etapa, conocida como transicion primaria ocurre entre el E9.5-E12.5, y estd determinado
por un cambio morfogenético drdastico en el epitelio pancredtico. En esta etapa hay una
proliferacién activa de los progenitores pancredticos para generar un epitelio estratificado, que

dard origen al crecimiento del arbol epitelial.

En esta fase del desarrollo aparecen las primeras células endocrinas en diferenciarse en el
primordio dorsal, principalmente células positivas a glucagén (Pictet et al., 1972; Herrera, 2000;
Kesavan et al., 2009; Villasenor et al., 2010). El pancreas exocrino empieza a diferenciarse hacia el
dia 14.5y en el dia 15.5 los acinos ya son claramente distinguibles de los ductos. Aunque poco se
sabe de la diferenciacidon de las células ductales, se tiene claro que al dia E12.5 los precursores

ductales pueden notarse.

Hacia el dia 10.5 se inicia el crecimiento y ramificacion del epitelio de los dos primordios
pancreaticos, los cuales entre el dia E13 y E14 sufren una reorientacién y se fusionan en un unico

organo bipolar (Barbera & Gasa, 2007).

Aproximadamente en el dia E12.5 comienzan los procesos de morfogénesis y remodelacién en el
epitelio pancredtico protodiferenciado, asi como su compartimentalizacién. El epitelio comienza
segregarse en dominios extremos, donde yacen las células progenitoras que se diferenciardn a
células acinares y dominios troncales que constan de progenitores endocrino-ductales (Zhou et al.,

2007).

Al dia E13.5, comienza la segunda transicidn, en la que hay una ola de diferenciacién masiva y una

distribucidn hacia los tres principales linajes.

Las células acinares que son originadas del epitelio de los dominios extremos poseen una gran
actividad proliferativa, incrementando su numero para la formacién del érgano. En tanto las
células endocrinas surgen a partir de células progenitoras endocrinas comprometidas presentes en

el epitelio del dominio troncal, también conocido como ducto primitivo, donde las células
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endocrinas son difundidas por delaminacién, a través de la transicion epitelio-mesénquima

(Rukstalis & Habner, 2007).

Un vez que las células endocrinas abandonan el epitelio, se unen en agrupamientos de células
endocrinas, formando islotes poco maduros, que generalmente permanecen préximos o incluso

relativamente asociados con uno o mads de sus ductos de origen.

Al finalizar la transicién secundaria aproximadamente en el dia E16, el epitelio pancredtico se
expande mas debido a la proliferacién de las células acinares, por su parte las células endocrinas

empiezan a agruparse en islotes

Es hasta poco antes de nacer (E18-E19) que los islotes estdn plenamente formados. La
maduracién final del islote se da durante las primeras semanas de nacimiento. En el ratén adulto,
los islotes maduros se caracterizan por tener las células B esencialmente en el centro, rodeadas

por los demas tipos celulares (Pan & Wright, 2011).

Aproximadamente el 80% de la masa celular endocrina presente en el nacimiento es generada por
neogénesis a través de la proliferacion y diferenciacién de células progenitoras endocrinas
contenidas en el epitelio ductal, y el otro 20% proveniente de la proliferacion de células del islote.
Después del nacimiento, el mecanismo predominante para el mantenimiento de la masa del islote
es la autoreplicacién, existiendo un periodo corto de proliferacidon para las células B observado en
las primeras cuatro semanas de vida posnatal y un amplio periodo después del destete, pero en

menor proporcion, y que continuara disminuyendo con el tiempo (Bouwens & Rooman, 2005).

En el tejido acinar también hay presencia de diferenciacién, maduracion y proliferacién de las
células acinares después del nacimiento, con el fin de compensar el crecimiento corporal, sin

embargo esto disminuye antes del destete (Desai et al., 2007; Salpeter et al., 2010).
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Figura 6. (A). Principales etapas del desarrollo pancredtico. Adaptada de Pan, 2011. (B). Desarrollo del
pancreas. E9-10. El desarrollo comienza aproximadamente en el E9, con la aparicion del rudimento dorsal y
ventral por sefales extrinsecas. En el E9.5 comienza la transicidn primaria, caracterizada por presentarse un
epitelio estratificado y primeras células endocrinas. En el E10.5 hay crecimiento y ramificaciéon del epitelio.
Cerca del final de la primera transicidn los brotes se fusionan y las células comienzan a protodiferenciarse.
En el E14, ya ha comenzado la segunda transicién con la delaminacién de epitelios y la diferenciacion hacia
linajes endocrinos y exocrinos. La morfogénesis del pancreas termina aproximadamente en el E19 y su
maduracidn poco después del nacimiento. Adaptada de Cano et al, 2007.
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B. 4. Factores de sefializacion en la morfogénesis pancredtica

Es por medio de cambios coordinados en la regulacion de factores de transcripcién dirigidos
positiva o negativamente sobre la expresiéon de genes especificos, que las células precursoras se
definen y funcionan con respecto a su linaje.

En el principio de la formacién del tejido endodérmico, del cual deriva el pancreas, participan
sefales inductivas originadas del mesénquima que lo rodea, las moléculas que participan en este
proceso incluyen a FGF4 (Fibroblast growth factor), BMP (Bone morphogenic protein), Wnt, acido
retinoico, Hedgehog y Notch.

Una vez que el endodermo pancreatico es recién especificado, comienzan a expresarse factores de
transcripcién cruciales para el desarrollo pancreatico. Pdx-1 (Pancreatic and duodenal homeobox-
1) es considerado el factor central que comienza el complejo de sefializacién y regulacion
transcripcional que dirigen la proliferacidn, expansion y diferenciacion de todos los linajes del
pancreas. Pdx-1 es expresado en el endodermo prepancreatico al dia E8.5, y su expresion y
mantenimiento continla mucho después en las células p (Pan & Wright, 2011).

Otro factor importante expresado en el endodermo prepancreatico, antes de que se inicie la
formacién de los primordios, es Hb9 o Minx 1, el cual al dia E8 es expresado dentro en la
notocorda y en ambos brotes pancreaticos (Li et al., 1999; Harrison et al., 1999), siendo esencial

en la formacion del brote dorsal.

B. 4.1 Factores de sefializacion pro-endocrinos

Pdx-1, Neurogenina 3, NeuroD, Hnf6, IA-1 contribuyen a la proliferacién, diferenciaciéon y
compromiso hacia el linaje endocrino (Murtaugh, 2003). Neurogenina 3 es el factor pro-endocrino
clave, actuando a modo de interruptor de la cascada transcripcional que define la formacion de
células endocrinas del islote. Aunque su expresion es transitoria, decayendo al dia E15.5 hasta
niveles muy bajos, otros factores activados directa o indirectamente por Neurogenina3 contindan
y finalizan el proceso de diferenciacion endocrina iniciado.

En esta etapa de determinacién del subtipo endocrino, caracterizada en la segunda transicion, los
factores que participan en paralelo o rio abajo de Neurogenina3 son para las células B: Pax4, IA-1,
Nkx2.2, Nkx6.1, Pdx-1, Maf A, HIxb9, Foxal y Foxa 2, mientras que para las células a son: Arx,

Brn4, MafB, Irx1y 2, Nkx2.2 y Pax6. Para el resto de las células endocrinas se tienen caracterizados

23



muy pocos factores, sin embargo, en células delta hay expresion de Pdx-1, células pp son positivas

a Arx y células épsilon a Pax4 y Nkx2.2 (Barbera & Gasa, 2007).

B. 4.2 Factores de sefalizacion pro-exocrinos

La especificacion del linaje exocrino esta dada tanto por la ausencia de factores de transcripcién y
por la presencia de sefiales permisivas aportadas por el mesénquima pancreatico contiguo. La
diferenciacidn acinar durante el desarrollo es regulada por el factor de transcripcion bHLH y Ptfla.
Ptfla es expresado tempranamente al dia E9.5 en la mayoria de las células de los brotes
pancreaticos nacientes, y es esencial en la organogénesis del pancreas en el ratén y el humano
(Kawaguchi et al., 2002; Krapp et al., 1998; Sellick et al., 2004), también regula el destino de los
progenitores hacia los linajes celulares pancreaticos, después su expresion es confinada hacia la
diferenciacidn de células acinares y células acinares maduras (Burlinson et al., 2008).

Otros factores que participan en la diferenciacion de las células acinares son GATA4, Mistl y
Nr5s2.

En el caso de los ductos pancreaticos Gu et al., 2002 mostré que estos emergen de células que
expresan Pdx-1, lo que demuestra que células positivas a Pdx-1 no endocrinas muestran
caracteristicas fisicas de ramificacion ductal comenzando la etapa E13.5, donde pierden la
expresion de Pdx-1 para posteriormente ser positivas a CK19, Hnflb, Hnf6, Foxa 2 y Sox9. Sin
embargo, en el caso de Sox9 la expresidn en pancreas de ratones adultos y humanos esta
restringida a células centroacinares y células ductales terminales, de donde pueden diferenciarse

células a un linaje endocrino ante un dafo (Furuyama et al., 2011; Kopp et al., 2011).
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Figura 7. Factores de Transcripcion pancreaticos. Principales Factores de Transcripcidn expresados durante
el desarrollo del pancreas, los cuales determinan la especificidad de los distintos linajes pancreaticos
celulares. *CPM (Células Progenitoras Multipotentes). Adaptada de Pan & Wright, 2011.

B. 5. Programacion metabdlica y Ventana critica

La programacidon metabdlica, se entiende como el mecanismo en el cual eventos en la vida
temprana inducen, suprimen o dafian el desarrollo y funcién de los drganos a largo plazo, como
respuesta a sefiales enddgenas inducidas durante la ventana critica (Lucas A., 1991)

La ventana critica es definida por Lucas A. (1998) como un periodo de cambios estructurales y
funcionales importantes durante el desarrollo normal de un érgano, cuando se expone a ciertos
cambios ambientales, los cuales pueden originar consecuencias en la vida adulta. Tales
consecuencias pueden resultar positivas para su buen funcionamiento en la vida, o adversas, como
predisposicion a condiciones crénicas en el adulto, como la diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades renales y cardiovasculares, asi como obesidad en la nifiez.

Las sefiales y cambios que ocurren durante el desarrollo embrionario en el tejido pancreatico no
son exclusivas de esta etapa, aun en el periodo post natal se mantienen sefiales que representan

modificaciones en el érgano pancredtico, especialmente en tejido endocrino, que son relevantes
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para la correcta maduracion tanto estructural como funcional de los islotes, estas estapas
comprenden el nacimiento, la lactancia, y el destete.

Especificamente en el destete se experimenta un periodo de desarrollo vulnerable, al que se le ha
identificado como una ventana critica, ya que se presenta un cambio nutricional drastico en Ila
dieta del individuo, pasando de una dieta rica en lipidos dada por la leche materna, a una dieta
rica en carbohidratos (Schwitzgebel et al, 2009), con lo cual se sufren modificaciones en el
desarrollo final del islote.

En los roedores esta ventana critica se mantiene después de 21 dias del nacimiento, es decir la
etapa de lactancia, la cual seglin McCance (1962) se mantiene durante las primeras semanas de
vida, periodo en el que las modificaciones tienen un amplio efecto sobre la programacion
metabdlica.

Estudios en ratas reportan que a partir del dia 21 al 28 post natal se produce un estado de
hiperinsulinemia e hiperglicemia, el cual se asocia a un aumento en el nimero de células B y su
incapacidad a responder a altas concentraciones de glucosa por su inmadurez funcional. Con
respecto a lo reportado en la masa de células positivas a glucagén, se encontrd que posterior al
dia 20 hay una disminucién de éstas en la cabeza del pancreas, mientras que en el cuerpo y cola se
observa un incremento particularmente en el islote y pequefios grupos dispersos de estas células,
esto asociado a bajos niveles de glucagon en plasma (Aguayo-Mazzucato, 2006).

Actualmente se propone a la ventana critica como un drea de investigacion importante para la
epigenética, donde hay efectos en la programacién, o cambios en la expresion de los genes a

partir de la nutricién temprana.
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Figura 8. Representacidon esquematica sobre la programacion metabdlica y su influencia en el desarrollo de
sindromes metabdlicos. Modificada de Tarry-Adkins & Ozanne, 2011.

B. 6. Expansion del islote pancredtico durante el desarrollo

Como se menciond anteriormente, es durante la segunda transicidon en el desarrollo pancreatico
en el ratdn que comienza la morfogénesis del islote en los dominios troncales, donde hay una
expresion de hormonas endocrinas en células proendocrinas que formaran estructuras semejantes
a islotes, o bien se unen a islotes ya existentes. Alrededor del dia E18-21 (y durante las primeras
semanas de vida) es donde tiene lugar la maxima formacion y aparicion masiva del apartado
endocrino; este proceso de morfogénesis estd dado por medio del mecanismo denominado como
neogénesis. La neogénesis del islote se define habitualmente como la formacién de nuevos islotes
a partir de células precursoras o progenitoras no diferenciadas localizadas en el epitelio ductal
(Bouwens, 2004). Estas células se caracterizan por tener una proliferacién activa y expresion de
citoqueratinas especificas como la CK19 y CK20, cualidades que van perdiendo gradualmente
hasta su completa diferenciacion.

Las células en transicién son comunes en este periodo y coexpresan hormonas endocrinas del
islote y citoqueratinas, y desaparecen hasta poco antes del nacimiento, para reaparecer

Unicamente en condiciones de dafio pancreatico o del islote (Bouwens, 2004).
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En el caso de las células que aparecen en dias anteriores al dia E15 se desconoce si contribuyen a
la formacidn de los islotes finales.

Estudios previos (Swenne & Ericksson, 1982) concluyeron que durante esta etapa del desarrollo la
mayor parte de la masa de células B, hasta un 90% es originada por células progenitoras fuera del
islote, en lugar de mitosis por células B que es aproximadamente 10% (Wang et al., 1994),
llegando a tener un incremento en el nimero de células del islote de mas del 100% por dia
durante los ultimos dias de gestaciéon (McEvoy & Madson, 1980). De la misma forma otros
estudios en rata encontraron que, al dia 17E, las células progenitoras fuera del islote positivas a
CK20 forman grandes agregados, los cuales se encuentran proliferando, y posteriormente van
perdiendo la expresidon de CK20 desde el centro del islote hacia el manto, al mismo tiempo que las
células del centro comienzan a expresar hormonas endocrinas en direccidn al manto. El manto de
células positivas a CK20 desaparece aproximadamente en el destete. Hasta este momento pueden
encontrarse células coexpresando CK20/Insulina, después la expresién de CK20 es restringida a
células ductales o células centroacinares (Bouwens, 1994; Bouwens, 1996). Al igual que en los
roedores, en los humanos también han sido observadas células precursoras del islote con alta
actividad de proliferacién y expresando citoqueratinas particulares (CK19; Bouwens, 1995;
Bouwens, 1998; Bouwens, 1998).

En el ratdn, aproximadamente después del primer mes de vida, el pdancreas toma una
configuraciéon adulta, presentando islotes y estructuras ductales bien definidas. En el resto de su
vida adulta la presencia de células con marcadores endocrinos en los ductos es practicamente
nula, y pocas células tienen actividad mitética, finalizando la generaciéon de nuevos islotes (Gu,

1993).

B. 7. Mantenimiento posnatal del islote

El papel que lleva a cabo el tejido endocrino pancreatico es de gran relevancia para la regulacion
del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Uno de los tipos celulares de mayor interés
en el islote es la célula B, debido a que sintetiza la hormona insulina que actia en todas las células
del cuerpo, permitiendo la entrada de glucosa a las células, La disminucién en su produccién o
liberacion puede conducir a sintomas de diabetes. Para combatir o evitar este sindrome es

importante mantener una adecuada masa de células B que lleven a cabo una correcta funcién.

En la actualidad es bien aceptado que la célula B es dindmica y capaz de ajustarse ante cambios en

la demanda metabdlica, tanto en condiciones fisiolégicas como en condiciones patoldgicas.
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Ejemplo de esto es el incremento de la masa celular B a través de la vida en correlacién al peso
corporal (Montanya, 2000). Sin embargo son muchos los factores que provocan un gran estrés a
las células B y que sobrepasan su capacidad de resistencia, principalmente caracterizados por un
aumento en la demanda metabdlica (como la obesidad, el embarazo o la resistencia insulinica)

ocasionando dafios irreversibles en su desempefio.

Los mecanismos principales que participan en la remodelaciéon de la masa celular endocrina y
principalmente la masa de células B (por encontrarse en mayor proporcion y ser mas susceptibles),
en respuesta a un estimulo, son la proliferacion, hipertrofia, neogénesis y apoptosis; en conjunto

contribuyen determinando el aumento o reduccién en la masa celular a lo largo de la vida.

B. 7.1 Proliferacion

La proliferacién celular o replicacién es el proceso por el cual una célula da origen a dos células
hijas aumentando su numero en un tejido que se encuentra en desarrollo o bien que entra en un
estado de regeneracion.

En condiciones normales de un adulto, se ha encontrado que las células B en el islote pancreatico,
tienen un indice de regeneracién de 3% solamente (Dor, 2006) con un numero limitado de
divisiones por célula para toda la vida del individuo, este indice disminuye con la edad y aunque
esta capacidad es baja se ha reportado que es capaz de sostener una poblacidn celular que secrete
insulina en cantidades adecuadas para un individuo sano (Hellerstrom& Swenne, 1991). Sin
embrago algunos autores como Bonner-Weir (2008, 2010), Bouwens (1998, 2005) y Davani (2007)
sefialan que este mecanismo no es suficiente para sostener el mantenimiento del islote y de las
células B y por lo tanto participan otros mecanismos que producen células endocrinas nuevas a
partir de células indiferenciadas.

Por otro lado en individuos con diabetes la proliferacion de células B preexistentes es insuficiente,
ya que ademas de presentar problemas en la secrecion y/o sensibilidad a la insulina, puede haber
una destruccion de ellas, asi como un dafio en las células restantes.

B. 7.2 Hipertrofia celular

Esta condicidn se caracteriza por el incremento en el tamaio de las células B, lo cual se ve
reflejado en el tamafio del islote, y aparece como consecuencia de la falta de divisidn celular en el
tejido, ante un aumento en la demanda funcional o por una estimulacion especifica. En individuos
adultos con dafio metabdlico como la diabetes, las células B con hipertrofia tienen un aumento en

su capacidad funcional, produciendo y liberando mas insulina con el fin de seguir manteniendo
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una correcta homeostasis, sin embargo esto es sélo por un periodo de tiempo, ya que después las
células hipertréficas no son capaces de soportar la carga, ocasionando cambios degenerativos y
muerte celular.

B. 7.3 Muerte celular

La muerte de la poblacidn celular del islote esta dada por apoptosis y necrosis. En el individuo
adulto, la muerte celular sobre un tipo en particular como la célula B, afecta su proporcién dentro
del islote, asi como su masa total, provocando deficiencias en su funcionamiento. Otro efecto
observado dentro del islote a nivel morfolégico, es el aumento en la masa de los otros tipos
celulares. Durante el periodo neonatal en los roedores, que se caracteriza por un alto indice de
replicaciéon y neogénesis, hay también un breve lapso de aumento en la apoptosis (Bonner-Weir et
al., 2010; O’Brien et al., 2002).

B. 7.4 Neogénesis

La neogénesis, es el proceso considerado responsable de la morfogénesis de los islotes durante la
etapa de desarrollo embrionario y neonatal. A partir de células indiferenciadas provenientes de la
region ductal, que comienzan a expresar marcadores endocrinos, al mismo tiempo que migran,
forman agregados celulares lo que da lugar a los islotes pancredticos.

En el ratdn, el pancreas toma una configuracién adulta con islotes bien definidos y separados de
estructuras ductales alrededor de las 2-3 semanas de edad, una vez que los animales pasaron el
periodo de post-ablactacion (Gu & Sarvertnick, 1993).

Aungue actualmente hay evidencia de que en el pancreas de roedores adultos existe la presencia
de células remanentes o células madre con capacidad de diferenciacién que dan origen a células
endocrinas ubicadas en los ductos (Barbera & Gasa, 2007), contribuyendo principalmente con la
poblacién de las células B, aunque aun se considera debatible su existencia, ubicacién, aportacion
en la masa celular y las condiciones en las cuales se lleva a cabo este proceso.

Investigaciones realizadas desde comienzos del siglo pasado han expuesto que la regeneracion
acinar y del islote ocurria después de la obstruccién de un ducto pancredtico (Shaw et al., 1926). A
partir de 1947 se encontré que el dafio pancredtico, especialmente en las células  por aloxano en
ratas (Hughes, 1947), causaba la pérdida de islotes, seguida de una fase de regeneracidn, esto
también se observo con la administracidon de estreptozotocina (Cantenys et al., 1981). Ademas Gu
y Savertnick, 1993 evidenciaron la distinguida habilidad de regeneracidn endocrina mediante la

neogénesis en modelos de ratones transgénicos con el gen IFN-y sobre-expresado unido al
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promotor de insulina, sefialando la similitud entre la neogénesis inducida de la neogénesis durante

el desarrollo embridnico.

Andlisis morfoldgicos del pancreas sugieren que las células progenitoras residen en los ductos. Un

estudio de trazado de linaje y la ligacidon ductal en ratones adultos hecho por Xu y su equipo de

trabajo (Xu, 2008) demostrd que la neogénesis de células B es acompanada de la induccion de

Ngn3 en células progenitoras endocrinas en la porcién del ducto ligado, pero no en la porcién no

dafiada del pancreas. A estos experimentos se suman otros, hechos en modelos de dafio

pancreatico (Lee, 2006) y trazado de linajes (Bonner-Weir, 2008) que también han indicado la

existencia de células no diferenciadas en los ductos que originan células B, apoyando asi la

neogénesis de los islotes ocurrida en el desarrollo normal (durante las primeras semanas) y en

respuesta a una sefial de estrés o dafio fisico y fisioldgico.

Replicacion de las
células del islote
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(formacion de nuevos islotes
partir de precursores ductales)

Cambio en el volumén celular
(hipertrofia)
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—» (muerte celular

programada)

—3» Necrosis

Figura 9. Mecanismos de remodelacion pancredtica. En conjunto estos mecanismos contribuyen a regular el

contenido celular endocrino. Adaptada de Barbera y Gasa, 2007.
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Figura 10. Principales mecanismos observados en modelos de regeneracidon del islote. (A) Replicacién de
células de linaje endocrino. (B) Neogénesis, generacion de nuevas células endocrinas a partir de células no
diferenciadas ubicadas en los ductos. Adaptada de Bansal et al., 2013.

B. 8. Proteinas de regeneracion asociadas a la neogénesis

La familia de proteinas de regeneracién conocida como Reg, que comprende proteinas lectina tipo
C, fueron descubiertas independientemente en el desarrollo de la pancreatitis y en modelos de
regeneracioén del islote pancreatico (Parikh, 2012).

Los miembros de la familia Reg, estan asociados a diversas patologias que incluyen a la diabetes y
ciertas formas de cancer gastroitestinal. Tienen un papel clave como proteinas anti-inflamatorias,
anti-apoptdticas, y agentes mitogénicos en multiples contextos fisiolégicos y de padecimientos.
Sin embargo, aun existe una gran falta de conocimiento en la regulacién de la expresion de sus
genes, ademas las vias relacionadas con su produccién, sus moléculas diana, y su paso por otras
vias de sefializacion.

El nombre Reg proviene de “regenerating islet-derived”, sin embargo no todas las proteinas estan
asociadas con la regeneracion del islote. La designacion de Reg fue dada debido a que la proteina
Rat Regl (litostatina) fue redescubierta en una libreria de cDNA hecha a partir de islotes
regenerados que fueron aislados de pancreas de ratas parcialmente pancreatectomizadas y
tratadas con nicotidamina adicionalmente, Reg no fue encontrado en islotes normales. Se
concluyd que la expresidon de este gen en la regeneracion e hiperplasia del islote sugiere un
posible rol en la replicacién, crecimiento y maduracion de células B (Kobayashi et al., 2000). Con el
tiempo otras proteinas Reg fueron encontradas en especies distintas, una de ellas, la proteina
INGAP (islet neogenesis associated protein) fue aislada de un pdancreas de hamster que fue
sometido al procedimiento de envoltura en celofan, lo cual induce la formacion de nuevos islotes a
partir de los ductos pancreaticos (Rafaeloff et al., 1997). Estudios con islotes neonatales tratados
con INGAP identificaron 210 genes regulados por esta proteina, entre los que se encuentran
algunos relacionados con la secrecion y crecimiento de la célula B (HNF-3B/Foxa-2, SUR1, IGF-1,
insulina y glucagén (Barbosa H, 2006).

Reglll, también conocida como INAPrp es otra proteina encontrada en ratdn con una similitud del
72.2% respecto a INGAP (Sasahara, 2000), compartiendo las mismas funciones, ademas de poder

encontrarse en pancreas que no fueron sometidos a algun dafio.
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Sin embargo, aunque no esta claro cual es el proceso de regeneracion de los islotes efectuado por
Reg, todos los miembros, llevan a cabo uno en particular y su presencia es utilizada como

marcador de neogénesis en el proceso de regeneracidn y expansién del islote.
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C. Planteamiento del problema

Como se ha descrito anteriormente, eventos en la vida temprana pueden inducir cambios en el
desarrollo y funcidn de los drganos a largo plazo. Se ha documentado que las etapas tempranas
de la vida son criticas en el desarrollo de la masa y la funcidn de los islotes pancredticos, los cuales
permitiran mantener la homeostasis de la glucosa en etapas posteriores de la vida. Diversos
estudios han encontrado que concentraciones farmacoldgicas de la vitamina biotina favorecen el
metabolismo de glucosa y mejora el estado diabético, sin embargo, se desconoce si la biotina
administrada en etapas tempranas de la vida tiene efectos protectores frente el desarrollo de la
diabetes en la edad adulta. En un estudio previo se analizaron los efectos de la suplementacidn
con biotina durante las primeras tres semanas después del destete (periodo de crecimiento de los
ratones) frente a la induccién de dafio de las células B pancreaticas en la etapa adulta, para lo cual
ratones de la cepa Balb/c recibieron una dieta suplementada con concentraciones farmacoldgicas
de biotina (108 mg biotina/kg dieta) o una dieta control (0.8 mg biotina/kg dieta) durante las 3
semanas posteriores al destete, a los cuales, concluido dicho periodo, se les administré dieta
control hasta el final del experimento. Dos semanas después del cambio de dieta se indujo dafio
de las células B inyectando a los ratones estreptozotocina. Los resultados revelaron que los
animales tratados con estreptozotocina que recibieron la dieta suplementada con biotina durante
tres semanas tenian una mejor tolerancia a la glucosa, recuperacién mayor del peso corporal,
mayor secrecidn de insulina y proporcidon de células B que el grupo diabético control. Estos
resultados indican que la suplementacion con biotina durante etapas tempranas de la vida tiene
un efecto protector ante el desarrollo de hiperglucemia y dafio de las células B en la edad adulta.
Sin embargo, se desconocen los cambios que produjo la biotina durante las etapas tempranas de
la vida que permitieron a los islotes resistir este dafio. Estudios en nuestro laboratorio se
encuentran dilucidando el curso temporal de los mecanismos que pudiesen estar participando en
esta proteccidén. En esta tesis se plantea estudiar el efecto de la suplementacion con biotina
durante dos semanas, posteriores al destete, sobre el tamafio y la composicion de células de los
islotes, asi como su capacidad de regeneracién, analizando el proceso de neogénesis y la

participacion de la proteina Reglll6.
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D. Objetivo general

Evaluar los efectos de la suplementacién por biotina durante etapas tempranas de la vida (dos
semanas de tratamiento de la suplementacién con biotina, posteriores al destete) sobre el tamafio
y la composicidn de células de los islotes, asi como su capacidad de regeneracién, analizando el

proceso de neogénesis y la participacidn de la proteina Reglll en el pancreas de ratones.
D.1. Objetivos particulares
Analizar los efectos de la suplementacién con biotina sobre:

1. Latasade crecimiento de los ratones y su tolerancia a la glucosa.

2. Los cambios morfoldgicos del islote, analizando el drea promedio del islote, frecuencia en
el tamafio de los islotes, numero de células a y B por islote, asi como su respectiva drea, y

tamafio promedio de células ay B.

3. La capacidad de expansién del islote pancredtico por medio del numero total de islotes

positivos a neogénesis y del nimero de células ay B.
4. Laexpresion del factor Regllld como marcador de neogénesis.

E. Hipétesis

El aumento del nimero y tamafo de los islotes aunado a una mayor capacidad de regeneracion
por mecanismos de neogénesis, podrian participar en las modificaciones producidas por la dieta
suplementada con biotina en la etapa temprana de la vida que le permitan enfrentar mejor

procesos que danan el islote en la edad adulta.
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F. Material y Métodos

F. 1.1 Unidades de Experimentacion

Como sujetos de experimentacidn se utilizaron 12 ratones hembras pertenecientes a la cepa
BALB/cANnN Hsd, recién destetadas, es decir con una edad de 21 dias; las cuales fueron repartidas
en dos grupos experimentales denominados de acuerdo al tratamiento al que fueron sometidos.
Uno de los grupos, se alimentd con la dieta usualmente usada en los bioterios (2018S Teklad
Global 18% Protein Rodent Maintenance Diet, HarlanTeklad) que contiene 0.80 mg/Kg de biotina,
la cual se designd como dieta control. El otro grupo se alimentdé con la misma dieta pero
suplementada con biotina a una concentracion de 108 mg/kg, designada como dieta
suplementada. Ambos grupos se les proporciond la dieta respectiva durante un periodo de 2
semanas.

Los animales fueron manipulados y mantenidos en condiciones normales segin los protocolos
establecidos por el Comité de Etica para la Experimentacién del Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Durante los periodos de tratamiento se registrd el peso de cada animal asi como el peso del
alimento cada dia por medio de una balanza (Ohaus, Alemania), esto con el fin de medir el
consumo de alimento y comparar pesos entre tratamientos.

Una vez finalizado el tratamiento los animales fueron puestos en un ayuno de 16 horas y
anestesiados con Sevorane (Laboratorios Abott México) para posteriormente extraer de cada
ratdn una muestra de sangre procedente de la vena cava inferior y el tejido pancreatico, al

finalizar esto, la eutanasia de los animales se dio mediante dislocacion cervical.

F. 1.2 Dieta Control y dieta suplementada

Para la preparacion de las dietas control y suplementada, y con el fin de mantener la mismas
condiciones en ambas, se requirié el triturado y molido de la dieta 2018S Teklad Global 18%
Protein Rodent Maintenance Diet, HarlanTeklad, la cual en el caso de la denominada dieta control
no se alteré su composicion original. En contraste a la dieta suplementada, a la cual se le
afiadieron 107.98 mg de biotina por kilogramo de dieta molida. Posteriormente mediante la
adicion de agua se formaron nuevamente los pellets de las dos dietas y se dejaron secar en una
campana de extraccion, para evitar su contaminacion, finalmente se esterilizaron en una autoclave

para su consumo posterior.
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F. 1.3 Curva de tolerancia a la glucosa

Al finalizar el periodo experimental de dos semanas de administracion de la dieta, se realizé una
curva de tolerancia a la glucosa para la cual se mantuvo en un ayuno de 16 horas a los ratones y se
les inyectd glucosa intraperitoneal a una dosis de 2g/Kg peso. Las muestras de sangre fueron
tomadas de la vena caudal y las concentraciones de glucosa en sangre se midieron con un
glucdmetro (Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories) antes de la inyeccién de glucosa

y a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la inyeccion.

F. 1.4 Andlisis inmunohistoquimico de pdncreas

Los pancreas obtenidos de cinco ratones de cada grupo fueron fijados en paraformaldehido al 4%
disuelto en buffer de fosfatos salino (PBS) durante 24 horas a 4° C. Posteriormente se mantuvieron
en tubos eppendorf de 1.5 ml con Unicamente solucidn de PBS, para su conservacion y embebido
en parafina (Paraplast) a 58° C, con lo que se formaron los bloques, a partir de los cuales se
elaboraron cortes del tejido. Para cada pancreas las secciones de tejido se cortaron con un
micréotomo a un grosor de 5 um y después fueron montados en portaobjetos de vidrio que se
recubrieron anticipadamente con Poly-I-lisina.

Los tejidos fijados se desparafinaron y rehidrataron introduciéndolos en soluciones de xilol y
alcohol de diferentes grados, absoluto, 96°, 80°,75°, 50°, después se realizé un lavado con solucion
PBS para conservar las condiciones fisioldgicas de las células. Para la recuperacion antigénica se
llevd a cabo un lavado en buffer de citratos pre-calentado a 90° C, durante 10 minutos.
Posteriormente se incubdé por 30 minutos a temperatura ambiente con buffer de perforacién
(preparado con PBS, Tritdn al 3% y suero normal de cabra al 1%) en una cdmara humeda.

En seguida se incubaron los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Se usé el
anticuerpo primario polyclonal para la identificacidon de insulina de ratén producido en cobayo
(Invitrogen) a una diluciéon de 1:150; el anticuerpo primario polyclonal para glucagdén de ratdn
producido en ratdn (Sigma) a una dilucién 1:4000; y el anticuerpo primario policlonal para reglllé
(INGAPrp) de ratdon producido en conejo (Santa cruz).

A continuacion se hicieron lavados con la soluciéon PBS/SNC 1%, con el propdsito de quitar el
anticuerpo primario excedente y bloquear reacciones inespecificas. Después se realizd la
incubacién del anticuerpo secundario para lo cual se utilizaron los anticuerpos anti-cobayo
conjugado con FITC (Jackson Inmuno Research Laboratories) a una dilucién de 1:200, anti-conejo y
anti-ratén ambos conjugados con Cy3 (Jackson Inmuno Research Laboratories) a una dilucién de

1:800. Al finalizar la incubacidn, las laminillas se lavaron con PBS e incubaron por 5 minutos con
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DAPI a una dilucidon de 1:1000 para tefiir los nucleos. Por ultimo se cubrieron con medio de
montaje (DAKO) y un cubreobjetos limpio.

Para la obtencidn de las imagenes se usd un microscopio Nikon Optiphot para epifluorescencia con
una camara digital Nikon Coolpix 4300. La edicién de las imagenes y su analisis se llevd a cabo

mediante el programa ImagelJ 1.47v (National Institutes of Health, USA).

F. 1.5 Identificacion de neogénesis

El andlisis para la identificacién de neogénesis se realizé de dos formas. En la primera se tomé en
cuenta la distancia entre una estructura endocrina/islote y un ducto pancreatico, considerando
Unicamente distancias menores a 5 células, En la segunda, se utilizd el marcaje de un anticuerpo
para regllls, con el fin de identificar su presencia en el proceso de neogénesis a partir de ductos

pancreaticos.

F. 1.6 Estadistica
El andlisis estadistico asi como las graficas de los resultados se realizaron con el programa
GraphPad Prism 6.01v. Los datos de significancia P menores a 0.05 son resultado de una prueba no

paramétrica de Mann-Whitney.

G. Resultados

G. 1.1 Curva de crecimiento

El seguimiento del peso de los animales se dio cada dia durante todo el periodo experimental con
el fin de conocer el buen estado de crecimiento y desarrollo de los animales. En la siguiente grafica
se muestra una curva de crecimiento por grupos, control v.s. suplementado, presentado en
porcentaje por cada dia. Se puede observar que en ambos grupos hay un aumento de peso de casi
un 60% al dia 14, lo que equivale aproximadamente a 5gr, respecto al peso inicial. En el dia 9
puede notarse una baja en el peso corporal del grupo suplementado, en comparacidn al grupo
control, sin embargo al final del experimento los grupos no presentan diferencias estadisticamente

significativas en su crecimiento (figura 11).
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Figura 11. Curva de crecimiento. Se muestra el peso corporal expresado en porcentaje a lo largo del periodo
de experimentacién. Los grupos se muestran como control con una n=5 (negro) y suplementado con una
n=6 (rojo). Los datos presentan la media * ES.

G. 1.2 Curva de tolerancia a la glucosa

Con el fin de comparar las concentraciones de glucosa en sangre entre ambos grupos y saber si la
biotina tiene un efecto en la homeostasis de la glucosa, se realizé una curva de tolerancia a la
glucosa en ayuno al finalizar el periodo de experimentacién. No se observaron diferencias
significativas en la curva a lo largo de los tiempos, se puede notar una pequeiia tendencia del
grupo suplementado a tener concentraciones ligeramente menores respecto al grupo control
(figura 12), esto mismo es reflejado en el promedio de concentraciones de glucosa (figura 13), asi

como en el area bajo la curva (figura 14).
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Figura 12. Curva de tolerancia a la glucosa. Para ambos grupos en condiciones de ayuno no se identificaron
diferencias significativas. Los grupos se muestran como control con una n=5 (negro) y suplementado con
una n=7 (rojo). Los datos se encuentran en mg/dl y presentan la media + ES.
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Figura 13. Concentracién de glucosa en sangre. El promedio de la concentracion de glucosa en sangre se
obtuvo a partir de las concentraciones dadas en la curva de glucosa. No se presentan diferencias
significativas. Los grupos se muestran como control con una n=5 (negro) y suplementado con una n=7 (gris).
Los datos se analizaron mediante una prueba de Mann-Whitney, y se encuentran en mg/dl mostrando la
media + ES.
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Figura 14. Area bajo la curva obtenida a partir de la curva de glucosa. No se encontraron diferencias
significativas. Los grupos se muestran como control con una n=5 (negro) y suplementado con una n=7 (gris).
Se presenta Unicamente la media.

G. 1.3 Andlisis histoldgicos: Morfologia del Islote

A partir de cortes histoldgicos de pancreas en ambos grupos experimentales se realizé el analisis
morfoldgico del islote, con el fin de determinar si hubo un aumento en la masa endocrina del
grupo suplementado para lo cual se cuantificaron las siguientes variables: tamafio promedio del
islote, numero de islotes, fraccion del area pancreatica total, drea de células a y B en el islote,
distribucidn del tamafio de islotes y nimero promedio de células a y B por islote; para el analisis
de la neogénesis se evalud el numero islotes cercanos a ductos, nimero de células a y B cercanas

a ductos y mediante el marcaje de Reglll6 para identificar su participacion en el proceso.

G. 1.3.1 Frecuencia de tamafo de islotes
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Considerando el numero total de islotes analizados para cada grupo se clasificaron por rango de
tamafio y la frecuencia con la que estos se presentaban. Se observa que tanto el grupo control
como el suplementado presentan islotes desde tamafios menores a 50um? hasta 55000um?
aproximadamente, de la misma manera, la frecuencia en tamafos es similar, con pequefas
variaciones en el grupo suplementado, en donde se observa un leve aumento en islotes de

5000um? y 20000um? de tamafio (figura 15).
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Figura 15. Distribucidon de frecuencias del tamafio de los islotes dadas en cada grupo. Los datos son
expresados en frecuencia (%) por drea (um?). Los grupos se muestran como control con una n=370 islotes
(negro) y suplementado con una n=308 islotes (rojo).

G. 1.3.2 Tamaiio promedio del islote

Se eligieron tres laminillas independientes y no seriadas de cada pancreas de ratén, de las cuales
se cuantificé el drea de cada islote encontrado y se obtuvo el promedio para cada grupo. En la
figura 16B se puede observar el nimero total de islotes analizados por grupo y el area promedio
en um? de estos. El grupo suplementado presentd una diferencia significativa respecto al grupo
control, revelando un incremento en el tamaio promedio de los islotes a pesar de tener un menor

numero de estos en el tejido pancreatico.
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Figura 16. Tamanfo del islote. Las imagenes representativas de inmunofluorescencia (A) correspondientes a
los grupos mencionados muestran la morfologia del islote con base en el area de insulina (verde) y glucagoén
(rojo). La escala es equivalente a 50 um. En la grafica (B) se presenta el tamafio promedio del islote. El grupo
control contiene una n=370 (negro) y el suplementado una n=308 (gris). Los datos se analizaron mediante
una prueba de Mann-Whitney resultando una significancia de p<0.05 con respecto al grupo control. Los
datos se presentan como la media + ES.

G. 1.3.3 Fraccion del total del drea pancredtica

En ambos grupos se realizd la cuantificacidn del area ocupada por el islote, por las células B y por
las células a respecto al area pancreatica total, por medio del marcaje inmunohistoquimico de
insulina, asi como el marcaje de glucagdn. Los resultados de las tres areas, no muestran

diferencias significativas entre los grupos estudiados (figura 17).
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Figura 17. Fraccion del area pancredtica total. Los datos son expresados en porcentaje como el area de los
islotes, de las células productoras de insulina y de las de glucagon cada una entre el drea total del pancreas.
Los grupos se muestran como control (negro) y suplementado (gris) para cada fraccién. Se presenta
presenta la media + ES.

G. 1.3.4 Numero de islotes por cada 10mm?
A partir del area total del pancreas y del nimero de islotes localizados en cada grupo, se
determind el promedio de islotes encontrados por cada diez milimetros cuadrados de tejido,

resultando sin ninglin cambio significativo en el nimero de islotes para ambos grupos (figura 18).
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Figura 18. Nimero de islotes por area total del pancreas. Los grupos se muestran como control con una
n=370 islote (negro) y suplementado con una n=308 islotes (gris). Los datos se analizaron por una t-Student
no pareada y presentan la media * ES.

G. 1.3.5 Composicion del islote: drea de células a y 8
Para examinar si la composicidon de los islotes, correspondiente a los dos principales tipos de

células endocrinas, a y B, presentaban alguna modificacién en su masa después del periodo de
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experimentacion, que se manifestara en la expansion del islote previamente observada, se analizd
el drea positiva para glucagén y para insulina de cada islote encontrado. El resultado mostrado en
la figura 19, denotaque las células a del grupo suplementado presentan un aumento en la
proporcién del drea dentro del islote, mientras que para las células B del mismo grupo se observé

una disminucion, ambas estadisticamente significativas.
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Figura 19. Proporcidon de células a y B dentro del islote, puede observarse que los datos resultan
inversamente proporcionales conformando el cien por ciento en el area del islote. Los islotes analizados
corresponden a una de n=370 y n=308 para el grupo control y el grupo suplementado respectivamente. Los

datos se analizaron mediante una prueba de Mann-Whitney y son expresados en porcentaje, presentan la
media t ES. La significancia fue de p<0.05.

G. 1.3.6 Numero de células a y B por islote

Con el fin de determinar si los cambios observados en la masa de los islotes del grupo
suplementado, se deben a una alteracién en el nimero de células que lo constituyen, se evalud el
numero de células a y B en el total de islotes encontrados en cada grupo. Se puede observar que
el grupo suplementado tiene una distribucién en el nimero de células a significativamente mayor

al grupo control, mientras que para las células B no presentan diferencias entre los grupos (figura

20).
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Figura 20. Numero de células a y B en el islote. Los datos son organizados en rangos. Se muestra la
distribucion de los datos y la localizacién de la mediana de cada grupo. El anadlisis se realizd6 mediante una
prueba de Mann-Whitney y la significancia resultante fue de p<0.05.

G. 1.3.7 Numero de islotes cercanos a ductos (neogénesis) y su composicion

A partir del criterio de distancia celular para considerar el proceso de origen de los islotes por
neogénesis, que contempla la distancia menor a 5 células que hay entre un ducto y el islote o bien
una estructura semejante a un islote (Montanya, 2009). El resultado observado en la figura 21, no

muestra diferencias en el promedio de islotes originados por neogénesis.
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Figura 21. Numero de islotes positivos a neogénesis encontrados para cada grupo. Los grupos son
presentados como control con una n=307 (negro) y suplementado con una n=282 (gris), y se analizaron
mediante una prueba de Mann-Whitney. Se muestra la media % ES.
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Figura 22. La inmunofluorescencia en las imagenes representativas muestran la cercania de los islotes a
estructuras ductales (dt), e incluso la presencia de células a y B dentro de ductos. La morfologia del islote se
observa mediante la expresion de insulina (verde) y glucagon (rojo). La escala es equivalente a 50 um.

De aquellos islotes positivos a neogénesis (figura 22) se analizé el nimero total de células a y de
células B que los constituyen. Respecto a las células que los integran, las células a no revelaron
una diferencia significativa entre ambos grupos, siendo similar la distribucién de rangos del
numero de células. Mientras que para las células B el resultado mostré una diferencia significativa

para el grupo suplementado respecto al grupo control, indicando un mayor ndmero de células B

(figura 23).
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Figura 23. Numero de células a y B en el islotes positivos a neogénesis. Se muestra la distribucién de los
datos y la localizaciéon de la mediana para de cada grupo, la significancia sefialada fue p<0.05, como
resultado del andlisis por la prueba de Mann-Whitney.
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G. 1.3.8 Area positiva a Reglll§

Regllld ha sido propuesto como una molécula positiva en modelos de dafio pancredtico, asi como
en pancreas de roedores en desarrollo y durante las primeras semanas de vida. La expresién de
tal proteina se ha reportado en células presentes en los ductos y células dentro del islote (mas
comunmente en las células a), como consecuencia de su migracidn y posterior diferenciacion en
células endocrinas. Con el objetivo de observar mas claramente si la expansidn en el tamafo del
islote es debida a un proceso de neogénesis, y si la suplementacién con biotina tiene repercusion
en algln factor relacionado con este mecanismo, se realizd la deteccidon de Reglll6 mediante un

anticuerpo especifico.

Los resultados obtenidos a partir del anadlisis del area de Reglll6 en islotes de ambos grupos,
control y suplementado, no encontraron una diferencia significativa en la presencia del marcador

(figura 24), asi como en su intensidad y localizacién (figura 25y 26).
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Figura 24. Area de Reglll§ en islotes. Los datos expuestos corresponden al grupo control con una n=58
(negro) y el grupo suplementado correspondiente a una n=68. El area de RegllI6 en los islotes se analizo por
medio de una prueba de Mann-Whitney, sin resultar significativa. Se muestra la media + ES.
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Figura 25. Reglllb en islotes positivos a neogénesis del grupo control. La presencia de Reglll§, sélo se mostrd
en algunos islotes, siendo las células de la periferia donde cominmente se presentaba y con poca
intensidad.
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Figura 26. Reglll6 en islotes positivos a neogénesis del grupo suplementado. La presencia de Reglll§, sélo se
mostrd en algunos islotes, siendo las células de la periferia donde cominmente se presentaba y con poca
intensidad.
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H. Discusion

Estudios previos, realizados en el laboratorio en donde se llevd a cabo este trabajo de tesis,
mostraron que la suplementacién con biotina durante etapas tempranas de la vida (3 semanas
después del destete) en ratones hembra, tiene un efecto protector ante el desarrollo de
hiperglucemia y dafio de las células B en la edad adulta (Ruiz, 2015). Dado que se desconocen los
cambios que produjo la biotina durante este periodo, los cuales permitieron al islote resistir este
dano, estudios en nuestro laboratorio se encuentran analizando el curso temporal de eventos que
se desarrollan durante este periodo. Una posibilidad de enfrentar adecuadamente este dafo
podria estar dada por un aumento en el nimero y tamafio de los islotes, ya que investigaciones de
Lazo de la Vega (2012) en el laboratorio encontraron que la suplementacién con biotina a partir
del destete, durante ocho semanas produjo un aumento en numero de células a y B modificando
el tamafio de los islotes. Por lo que en este trabajo se analizaron cambios morfoldgicos
acontecidos en los islotes en etapas tempranas de la vida en respuesta a la suplementacion con
biotina, asi como su capacidad de regeneracién, analizando el proceso de neogénesis y la
participacién de la proteina Regllld. Dado que al inicio de este trabajo de tesis, hallazgos en
nuestro laboratorio indicaron que los cambios morfoldgicos que se observan con la dieta
suplementada con biotina no se producen en la primera semana de tratamiento sino que se
generan gradualmente con el tiempo (Méndez, 2015) se escogié analizar dos semanas de
administracion.

Con el fin de identificar que tanto el grupo control como el suplementado no mostraran
diferencias en el tamafio y peso, asi como en su salud, se compararon los pesos corporales. Los
resultados nos indicaron que no hubo una diferencia entre los pesos de los sujetos, lo cual
coincide con resultados previos (Lazo de la Vega 2012).

La respuesta de la glucosa en sangre también fue evaluada por medio de una curva de tolerancia a
la glucosa, ambos grupos respondieron sin cambios significativos; esto difiere de los resultados
previamente reportados indicando que una dieta con concentraciones suprafisioldgicas de biotina
en ratones macho durante una (Flores, 2011) y ocho semanas (Lazo de la Vega M., et al., 2013)
presentan una mejor tolerancia a la glucosa. Las diferencias observadas podrian estar asociadas al
sexo de los sujetos de experimentacion, ya que los estudios previos se realizaron en ratones
macho, en tanto que este trabajo se realizdé en hembras, y se ha visto que existe dimorfismo sexual

en la homeostasis de la glucosa (Vital, 2006). Realizar estudios que analicen si los efectos de la
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suplementacion con biotina difieren dependiendo del sexo de los animales, serd de gran
importancia para definir las discrepancias entre los dos estudios aqui referidos.

El andlisis de los resultados morfoldgicos en el presente estudio, mostré que no hubo diferencia
significativa en el nimero de islotes por area de corte de pdncreas, sin embargo, se observd un
aumento en la el area de los islotes presentes en el grupo suplementado que corresponde a lo
reportado por Lazo de la Vega, 2013 y Flores, 2011 con respecto al aumento en el tamafio de los
islotes. Por otro lado, los datos obtenidos en las mediciones de la frecuencia de tamafio de los
islotes revelaron que el aumento de area total observada esta asociado con menos islotes de
5,000 micras y mayor numero de islotes con area de 20,000 micras.

El andlisis de la composicion de los islotes puso de manifiesto que hubo un numero
significativamente (p<0.05) mayor de células a en los islotes del grupo suplementado, asi como
una mayor darea dentro del islote; mientras que no hubo una diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de células B, aunque si una tendencia a ser mayor. En cuanto al area de
las células B estas se vieron reducidas, probablemente por una disminucién en su tamafo celular.
Por ultimo, los resultados sugieren que el aumento del tamafio del islote relacionado
principalmente al incremento en nimero de células a, observado en el grupo suplementado, no
estd asociado al proceso de neogénesis estrictamente ya que no se observaron diferencias entre
los grupos en la cercania de los islotes a los ductos, ni en la presencia de Reglllé.

Ademas es importante mencionar que el marcaje en Regllld se vio mayormente en las células de
la periferia donde coincidia con células positivas a glucagén, por lo que el aumento en el nimero
de células B de los islotes positivos a neogénesis bien podria estar ligado a un proceso de
transdiferenciacién (Thorel et al., 2010, Guz, 2001) que incluya a las células a e inclusive a otras

células del islote, sin embargo, se requieren estudios especificos para probar esta posibilidad.
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I. Conclusidn

Los resultados de este trabajo indican, que la suplementacion con biotina durante dos semanas en
ratones hembra de 21 dias de edad, aumenté el tamafno del islote y produjo un aumento en el
numero de células a.

En los islotes se encontrd una menor area correspondiente a células B, no vinculada su nimero de
células dentro del islote.

En la expansion del area del islote no participa la neogénesis como proceso exclusivo, sin embargo,
los islotes derivados de este proceso si fueron estimulados por el tratamiento con biotina

resultando en un aumento en el nimero de células que lo integran, principalmente a y B.
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