S T T

K IS
“n."‘- / POT s
YU

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

CAMBIOS FUNCIONALES Y MORFOLOQICOS EN EL ISLOTE PANCREATICO
MATERNO DESPUES DEL DESTETE.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:
M. en C. GUSTAVO EDUARDO CANUL MEDINA

DIRECTOR DE TESIS
DRA. MARIA CRISTINA FERNANDEZ MEJIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

COMITE TUTOR
DRA. CRISTINA REVILLA MONSALVE
FACULTAD DE MEDICINA
DRA. MARTHA ELIA PEREZ ARMENDARIZ
FACULTAD DE MEDICINA

Ciudad de México. Marzo 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en la "Unidad de Genética de la Nutricion, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México/ Instituto Nacional
de Pediatria"



AGREDECIMIENTO
Al programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas (PDCB) de la UNAM por permitirme realizar
el doctorado en su plan de estudios y las facilidades otorgadas en todas las entidades académicas
participantes, asi como por la oportunidad de continuar con mis estudios de doctorado y mi
formacion como cientifico
A mi familia

A la Dra. Cristina Fernandez Mejia al laboratorio en la Unidad de Genética de la Nutricion -
UNAM/INP.

Al Dr. Miguel Tapia Rodriguez y a la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas-UNAM

Al Dr. Victor Garzén Cortés y a la M.V.Z. Rubi Zavala Gaytan de la Unidad de Modelos
Biologicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM
El comité tutor que evaluo el desarrollo de este proyecto fue integrado por:

Dra. Martha Elia Pérez Armendariz Facultad de Medicina, UNAM
Dra. Cristina Revilla Monsalve Facultad de Medicina, UNAM

El trabajo realizado para esta tesis fue posible gracias al apoyo de:
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CVU/becario: 416286
Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica (PAPIIT) y
Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA), UNAM
proyecto: IN 206617 y beca doctoral IN 206617

Instituto Nacional de Pediatria y los Fondos Federales-INP
proyecto: 031/2015

Proyecto de CONACYT Ciencia Basica A1-S-10101



Para la realizacion de este proyecto, también se agradece a las siguientes personas por su apoyo,
colaboracion, asi como asistencia técnica y metodologica:

Dra. Leticia Riveron-Negrete
Dra. Karina Pastén-Hidalgo
Lic. Paulina Morales-Castillo
M en C Francisco Garcia- Vazquez
M en C Brianda Berenice Lopez Avifia
Lic. Lilian Esparza Rosales
M en C. Zazil Olivares Sandoval
Dr. Jonathan Alcantar Fernandez
Lic. Armando Elizalde Gualito

Se agradece también al Jurado para el Examen Doctoral designado por el Programa de Doctorado
en Ciencias Biomédicas e integrado por:

Dr. Ignacio Camacho Arroyo Facultad de Medicina, UNAM

Dra. Maria Cristina Fernandez Mejia Instituto de Investigaciones Biomédicas
Dr. Armando Roberto Tovar Palacio Facultad de Medicina, UNAM

Dra. Yazmin Macotela Guzman Instituto de Neurobiologia, UNAM

Dr. Samuel Canizales Quinteros Facultad de Medicina, UNAM



INDICE

IO S U P 9
B2 = 1S 1 ¥ A SN 10
S AB REV I ATUR AS L.ttt e ettt e e e e e et e e et e eeee et aat et eaeeaeeertr e aaaarrrans 11
4, INTRODUCCION .....oouititiiiitetetit sttt ettt s sttt et et e s s s s e b s e e st e b se et sb et ese e s s esesenis 13
Bl PANCIEAS ceeeiiieiecceeereetiiiiccernenereeeesssseessnnnnreeesssssssssssssesessssssssssssnnnesssssssssssnnssnessssssssssnnnnnaesesss 13
PANCIEAS EXOCTINO ...veuveviieeirteiisteetste e ste e te e te st e te st e te st e aeste st s te st ste st ste e ebe e ebe e eseseebesaenesbenesbeneebeneebeneebe e ebeseesessenesens 14
PANCIEAS ENUOCTIND ....evevieeiieiirieesiet sttt sttt sttt st sttt et et et et et e e e be st e sesae st sbenesbenesbeneebeneebe e ebensesessesesns 14

L8 INSUIINGL ..ttt ettt ettt et et e e b e s e s e e s e e se e be st e b e s e e b e s e be s ese b enebe st e be e e be s ese s eneneene 15

Las células beta y secrecion de iNSUIING ... .cccceeeeeiericciiinreeeeeeeecccccsnenreeeeeseeesssnneeeeeesessesssssnnsessennas 15
Masa de 10S ISIOtES PANCIEATICOS .......evevirueririeririeririesirtite e erestereste e be e tesessesessessesesesessesessesesseseesensesassesassesesens 17
.............................................................................................................................................................................. 18
Plasticidad de 105 iSIOtES PANCIEALICOS .........cevvevirieeirieeirieeisieteteee ettt e sttt sesbe e be e ete e ebe e esesaesassesessens 18
Cambios en los islotes pancreaticos maternos durante a gestaCion ...........cceeeveereererieerieesieeseesee e sreeereees 19
Cambios metabdlicos durante la lactancia y poslactancia .....ccecceeeeerreeesrrsneeeeerieseessssseneeeeesssssennns 19
Pancreas exocrino materno durante la lactancia y posIaCtanCia .........ccccecvveverivineniesiseeeeeeeeeee e 19
Cambios en los islotes pancreéaticos maternos durante la [aCtanCia.........ccccceveeevevererererieeeee e 20
Cambios en los islotes pancreaticos maternos durante la poslactanCia ...........ccecevevevevieviereeciceeeeeeee e 20
Adaptaciones fisioldgicas y metabélicas maternas durante la lactancia y post- lactancia en otros tejidos......... 21
HUBSO. ...ttt r et bt et s bt e b s bt e b s bt e e s b e bt e h e Rt a e bt e et e b e e bt e reeaeeneenreeneen 21

El hueso materno durante 1a laCtaNCIA. .........ccevrveirieirieirie e sbens 22

El hueso materno durante 1a POSIACIANCIA..........cc.evverieieieieieieeee et a et reeteere b b 23

1= o] (o] V1o - VO PPPPPPPPPPPPRt 23
SErotoNiNG Y CEIUIAS DELA .......ooveueuiiieieiee ettt bbbttt sttt ns et nene 24
OSTEOCAICING. .. ueurereererriererrrnrreeeetissesssssnnreeesssssesssssnneresssssassssssnsenessssssssssssnnsesessssssssssssnnsansssssssssnnn 25
OsteocalCina Y 185 CEIUIAS DELA........civeieeri ittt e e seesesseeseneeneenes 26
(02 1 {01 T JS PPN 28
Calcio durante 1a gestaCion Y JaCTANCIA.........c.ecvevierierieieieeetee ettt st s b et e s eseeseetaeseereeresbeens 28
Receptor extracelular sensor de CalCio (CASR).......couiririerierieieie ettt ettt s 29
CalCIO Y CEIUIAS DELA .....vveveeieieieteeie ettt sttt sttt st et et e e et e saebesaesesaesesbenesbenesteneatenens 30
(O] 1 =T 0] 0 4[] T ISP PPPPUPPPPPPPPPRt 30
PIOTACTING ...ttt ettt et et et e s te e be s ae e besaeesbeeaaesbeeabesbeesbeebeeabeebeenbeeseenbeereeseeneenreeneas 30
GIUCOCOIICOIUBS ...ttt ettt ettt ettt et e et et eebe et e eae e beeaeeeseeaeeabeeabesseeabesesenbesaaenbeessenbeeasenteensenseenns 31

[ o4 (=] o] o 1= DO P PSSP OO PP PP PPTPTPPPPPPPPPR 32
ESErATION ...ttt ettt b et b et b e st b e st b e e bt a e bRt bbbt b et b e be e 33

10. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .o 35
11. USRI 11 107X o1 [0 PR 35
12, [ L L2TO 3 =5 1T 36
13. L0 1= 0 I Y 1 TP 36

ODbjetivos PartiCUIAres ......ccciiieiiieiciiriir e recreee e reeerranesenesernsserensesensessnssssnsssssnsesenssssnsesansanen 36



14. MATERIALES Y METODOS ......oovitiiiieietieeetsie ettt senis 36

Modelo animal y disefio eXPeriMENTal ........ueeeeeeeeeneneeenenmnenennennnssssesnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssananane 36
Inmunohistoquimica y analisis MOrfOMELriCOS ....ccvutirrrerirreriiieerirreiie e aes 37
Analisis de insulina y glucagon €N el iSIOTe...uuurieiiiiecerrreerreeeriircccsrnerreeeessesssssannreneesssssessssnannnesessas 37
Tamafio y NUMEro de CEIUIAS POF ISIOTE ..ueeeeeerieiierrieereereierccrcsrnneeeeesseseessnnenneesessssssssnnnesesssssssnnns 39
Analisis de proliferacion CEIUIAN ...ttt cccrrerre e e e e s e e s saseeeeeessseessssnanseeaaanas 39
Curvas de tolerancia a la glucosa, curvas de tolerancia a la insulina y secrecion de insulina
durante la prueba de tolerancia @ 12 glUCOSA ...cccvvuerreeeiiiiiessrinnnrreetisricssssnnneeeesssseesssssnnnseessssssessns 40
Cuantificacion de insulina, osteocalcina y calCio i0NIZado. .....cccceeererreeerrrrnneeeeriessecssssenneeeessessennns 40
Analisis de Serotoning €N €l ISIOTE ..cvvueririiiiieeiiiieriinrer et sre s sane s s sar e s s s s saneassnns 41
ANALISIS ESTAUISTICO uuvvrerrirrneriiiirreriiissnreressssneessessseeesessnessssssssessssssnsessssssnsessssssnsssssssssassssssasasssns 41
15. Ly 1 U1 I AN 5 1 1 T PPN 42
Cambios en el peso corporal y el peso del pancreas materno durante la poslactancia. ................ 42
Cambios en la morfometria y morfologia de los islotes maternos durante la poslactancia........... 42
Area de 105 iSI0teS PANCIEATICOS MALEIMO ............vevveeeeeeeeeeeeeeeesee e eeseeseses e eseeesseeessse st sesssessenessenesseneseesaneas 42
Distribucion de frecuencia de &rea en 10S iSI0teS MALEINOS .......ccoeerveiirieiirieierecsieese e 44
Fraccion del area de 10s islotes panCreaticos MALEINO .........ecveeieieriererieenieesieesteestee st et te et saesesaesesaens 45
Masa de 10S iSI0teS PANCIEALICOS MALEIMO ......eueivevirveeirieieteestestereste et te st ee et e tessesesbesesbesesbe e beneeseneesessesensens 45

Cambios en la composicion de células alfa y células beta en los islotes maternos durante la

POSIACTANCIA. ueeeeerrrreerrrrenreeeeriieeeesssnnereseessessssssnnresessssssesssssnnressssssssssssnssesessasssssssssnnnsnsesssssssssnnnnes 46
NUmero de células beta en 10S ISIOtES MALEINOS. ........ccuiieeviiireeite ettt ettt ere v ereereereeereereeeaeereesreennas 47
Tamafo individual de las células beta en 10S iSIOtES MALEINOS.........covevveerieiriereete ettt eaeens 47
NUmero de células alfa en 10S ISIOtES MALEINOS ......c.eevviirieitiireecte ettt ettt ettt e r et ereereereeeaeeneesaeennes

Tamario individual de las células alfa en los islotes maternos

Cambios en la proliferacion de los islotes maternos durante la poslactancia ........cceevueereeerennen. 48
Cambios en la homeostasis de la glucosa materna durante la poslactanCia.....c.c..oeeeeeveveneeeeerrieeennns 51
Concentracion de glucosa en sangre
Tolerancia a la glucosa............cccveune..
Curva de tolerancia @ 12 INSUTING . .......coveerieuirieirie ettt ettt sttt sbe e sbe e

.................................................................................................................................................... 53
Cambios en la concentracion de osteocalcina descarboxilada en suero materno durante la
POSIACTANCIA. ueeeeererreeerrnenreeeeriieeeesssnrereeeessesssssnnreeesssssessssssnnrenesssassssssnnsenensesssssssssansensesssssssssnnnnes 54
Cambios en la concentracion de calcio en suero materno durante la poslactancia......ccccceceereeenenes 55
Cambios en el contenido de serotonina en las células beta materna durante la poslactancia........ 56
........................................................................................................................................................ 57
16, DISCUSION .....oiiiiciete ettt bbbt s s s s s b s et eseses 58

17. (010 \\[of MU L] (0] ISuuur oSSR 67



18.
19.
20.



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. COMPARACION DE LA ANATOMIA DE PANCREAS HUMANO Y ROEDOR........ccccveveeieeieesieeseeanens 13
FIGURA 2. COMPOSICION DEL ISLOTE PANCREATICO DE RATON Y HUMANO ....ccccveiiieiieieeieenieeneeeseeeseeeens 15
FIGURA 3. MODELO DE LA PRIMERA FASE DE SECRECION DE INSULINA ESTIMULADA POR GLUCOSA EN LA

CELULABETA .ottt ittt e et ettt et e st e eteeateebeshe e st e sbeebeebe e besbeeteesbeebeeae e s e ebesbeesbesbeebeenbesbesbeensenbesbesaseseesteates 17
FIGURA 4. REGULADORES DE LA MASA EN LAS CELULAS BETA ...cuvotiiieiteiteeiente st erestesseesesresvesnneseesneens 18
FIGURA 5. ESTRUCTURA DEL HUESO.......0eutitiitiiteiteiteseetestestestesteseesessessessessesassessessessessessssessessessessassssessessens 22
FIGURA 6. SINTESIS DE SEROTONINA. ....veutitieteiteiteiteseetestestestesseseesessessessessesassessessessessessssessessessessassssessessens 24
FIGURA 7. SINTESIS DE OSTEOCALCINA EN EL OSTEOBLASTO ....cviiviieiiieteetestestesteseseeresrestessessasessessessenas 26
FIGURA 8. COMUNICACION HORMONAL ENTRE EL HUESO Y LA CELULA-BETA. ...cciuiitiitieieeiecte e e eve s 28
FIGURA 9. PESO CORPORAL TOTAL Y PESO DE PANCREAS .....ccveivtiteitietesteeteettestesteereestestesseesestestesssessessesss 42
FIGURE 10. MORFOMETRIA DEL ISLOTE PANCREATICO 1.uviiiiiiieie et eiesiessieeieeae e ste st nan e nne e nas 44
FIGURE 11. MORFOMETRIA DEL ISLOTE PANCREATICO ....tiivieieeieeieeiesieesieeteeteesteeste e enaeenae e enneeseeees 46
FIGURA 12. COMPOSICION DE LOS ISLOTES PANCREATICOS .....ccciiitiitiiiiereetestestessesseseesesrestesaessessssessessenas 48
FIGURA 13. PROLIFERACION EN EL ISLOTE PANCREATICO. ...ccveiviiieetieieiteeteetiestesteeseesteste e etestestesnaesresreanis 51
FIGURA 14. CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN AYUNO Y NO-AYUNO ....vcciviiiiirieriereitesreeresresveenaesresve s 51

FIGURA 15. PRUEBAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA E INSULINA, Y SECRECION IN-VIVO DE INSULINA .. 54
FIGURA 16. CONCENTRACION DE OSTEOCALCINA DESCARBOXILADA Y CALCIO IONIZADO EN SUERO ...... 56
FIGURA 17. CONTENIDO DE SEROTONINA EN EL ISLOTE PANCREATICO. ...c.ccoviuiiiiieierietesreeiesieeee e svesaenas 57
FIGURA 18. CAMBIO TEMPORAL EN LA MORFOLOGIA DEL ISLOTE, METABOLISMO DE LA GLUCOSA,
CONCENTRACION DE CALCIO, OSTEOCALCINA Y SEROTONINA. ....ccviitiitieieiteeteetieeteste e e erestesaeeseesveenas 66



1. RESUMEN

El islote pancreatico tiene la capacidad de adaptarse a diferentes demandas metabdlicas y
cambios hormonales a través de modificacion en su tamafio y secrecion hormonal. Después del
destete (poslactancia), la fisiologia materna establece cambios hormonales y una alta demanda de
glucosa con el fin de remineralizar el hueso. Existe poca informacion acerca de la homeostasis de
la glucosa y cambios en los islotes pancreaticos maternos durante la poslactancia. Nuestro estudio
examinO la morfologia de los islotes maternos y la homeostasis de la glucosa durante los
primeros catorce dias de poslactancia en ratones de la cepa C57BL/6NHHsd. Dentro de los
hallazgos destacan: comparado con el dia del destete, se encontrd un rapido incremento en el area
de los islotes maternos y en el numero de células beta desde el primer dia de poslactancia,
alcanzando su méaximo valor al tercer dia de poslactancia. Estos cambios fueron acompafiados
por modificaciones en la secrecion de insulina inducida por glucosa, tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina materna. La concentracion de osteocalcina descarboxilada en suero
(hormona producida en el hueso que favorece la secrecion de insulina, proliferacion de los islotes
pancreaticos y sensibilidad a la insulina) se incrementd significativamente en los primeros dias de
poslactancia. Sin embargo, es poco probable que la osteocalcina descarboxilada desencadene el
inicio de la proliferacion en los islotes, ya que éste se observd incrementada desde antes del
destete. Asimismo, el incremento de la osteocalcina descarboxilada no concuerda con la
disminucién en la sensibilidad a la insulina. La presencia de serotonina en los islotes se encontrd
disminuido durante la poslactancia. La concentracion de calcio en suero se observé aumentada
previo al destete, y disminuyd gradualmente a partir del primer dia de poslactancia. Después de
los cambios observados en los primeros dias de poslactancia, al dia catorce de poslactancia el
area de los islotes y homeostasis de glucosa materna regresaron a los niveles observados en el
grupo control. Este hallazgo reconoce por primera vez que, durante el estado fisioldgico de
poslactancia, se presenta un incremento en el area del islote y secrecién de insulina. Estos
resultados abren un nuevo campo de oportunidades para la identificacion de moléculas y
mecanismos que participen en estos procesos y que ayuden en el desarrollo de estrategias para

combatir la diabetes.



2. ABSTRACT

Pancreatic islets adapt to metabolic requirements and the hormonal milieu by modifying their size
and hormone secretions. Maternal glucose demands and hormonal changes occur after weaning,
to rapidly re-establish bone mineralization. Minimal information exists about glucose metabolism
and pancreatic islets after lactation. This study investigated islet morphology and glucose
homeostasis for 14 days after lactation in C57BL/6NHHsd mice. Compared to the day of
weaning, rapid expansion in the islets’ area and number of beta cells were found from the first
day post lactation, attaining maximum values on the third day post weaning. These changes were
accompanied by modifications in glucose-induced insulin secretion, glucose tolerance and insulin
sensitivity. Islet-cell proliferation was already augmented before lactation ceased. Serum
undercarboxylated osteocalcin levels increased significantly during post lactation; however, it is
unlikely that this enhancement participates in earlier cell proliferation augmentation or in
decreasing insulin sensitivity. Islet was barely expressed, and serum calcium levels decreased. By
the 14th day post weaning, islets’ areca and glucose homeostasis returned to age-matched virgin
mice levels. These findings recognize for the first time that increases in islet area and insulin
secretion occur during physiological post-weaning conditions. These results open up new
opportunities to identify molecules and mechanisms participating in these processes, which will

help in developing strategies to combat diabetes.
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4. INTRODUCCION

El pancreas

El pancreas es una glandula mixta constituida por tejido exocrino y tejido endocrino. Esté situada
en la zona mesentérica y presenta marcadas diferencias macroscépicas entre humano y roedores
(Dolensek et al., 2015; Mastracci y Sussel, 2012). En humanos, el pancreas se divide en tres
partes; cabeza, cuerpo y cola (Braganza, 1994). En roedores el pancreas se clasifica en tres
I6bulos: l6bulos duodenal, esplénica y gastrico (Dolensek et al., 2015) (Figura 1). La parte
esplénica se extiende del duodeno hasta el bazo, y representa el mayor volumen en el pancreas;
su homdlogo en humanos es el cuerpo y cola (Dolensek etal., 2015). La parte duodenal se
encuentra rodeando al duodeno y en humanos corresponde a la cabeza del pancreas (Bock et al.,
1997; Villasenor et al., 2010). El l6bulo gastrico es la parte mas pequefia del pancreas murino y
se sitla cerca del canal pilorico (Dolensek et al., 2015). Los diferentes I6bulos que conforman el
pancreas murino, se encuentran separados por tejido adiposo, tejido conectivo y tejido linfatico

(Dolensek et al., 2015) (Figura 1).

. _~"SLébulo duodenal

Pancreas de raton
Figura 1. Comparacion de la anatomia de pancreas humano y raton. Panel A:
Representacion del pancreas humano conformado por cabeza, cuerpo y cola. Panel B:
Representacion del pancreas de ratdn conformado por lobulo géstrico, esplénica y duodenal.
Imégenes tomadas y modificadas de Dolensek y col (2015). Panel C: Imagen de una seccién de
pancreas de raton teflido con hematoxilina-eosina tomada a 20x que representa el tejido
endocrino y exocrino.



Pancreas exocrino

El pancreas exocrino o tejido acinar, representa junto con el mesénquima entre el 96-99% del
volumen total del pancreas (Rahier et al., 1981; Saito et al., 1978). Una de sus funciones es la
digestion de los alimentos por medio de la sintesis y secrecion de enzimas digestivas, bicarbonato
y electrolitos (Ishiguro et al., 2012). Estas sustancias son secretadas en el intestino delgado en
forma de jugo pancreatico a través del conducto de Wirsung. Este conducto se une con el
Conducto-hepatico-comun, donde finalmente libera el contenido pancreatico hacia el lumen

intestinal a través de la Ampula de Vater (Gropper SS, 2013).

Pancreas endocrino

Los islotes pancreaticos o islotes de Langerhans, conforman la porcién endocrina del pancreas y
fueron descubiertos en 1869 por Paul Langerhans. Los islotes representan solamente entre el 1-
5% del volumen total del pancreas (Kim y Hebrok, 2001), y se encuentran inmersos entre el
tejido acinar. Los islotes tienen la funcién de regular la homeostasis de la glucosa a través de la
secrecion de diversas hormonas (Bouwens y Rooman, 2005; Rieck y Kaestner, 2010). Diferentes
tipos celulares conforman la estructura de los islotes: células alfa (o) encargadas de sintetizar y
secretar glucagon, células beta (B) sintetizan y secretan insulina, células delta (8) sintetizan y
secretan somatostatina, células épsilon (€) grelina y células PP que sintetizan y secretan
polipéptidos pancreaticos (Figura 2). En humanos, cerca del 55% de las células del islote son
células beta, 35% células alfa 'y 11% células delta. Por otro lado, el islote pancreatico murino esta
conformado aproximadamente en un 80% por células beta, 19% células alfa y el resto células-
delta (Bouwens y Rooman, 2005; Lazo-De-La-Vega-Monroy, 2011). Las células épsilon, tanto
en humanos como en roedores, son abundantes solamente durante el desarrollo y el nacimiento, y

su numero se reduce en la etapa postnatal (Brissova y Powers, 2008).
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Figura 2. Composicion del islote pancreatico de raton y humano. En roedores, las células beta
se encuentran en el centro de los islotes, y los otros tipos celulares en la periferia. En los islotes
humanos, las células beta se encuentran dispersas por todo el islote en conjunto con los otros
tipos celulares.

La insulina.

La insulina es una proteina constituida por 51 aminoéacidos y un peso molecular de 5.8 kDa (Fu
etal., 2013; Oyer et al., 1971). Se sintetiza a través de una serie de moléculas de una sola cadena
que incluyen a la pre-proinsulina, proinsulina y varios productos de cortes intermedios. La
insulina se almacena en granulos secretores, en conjunto con el péptido C, el polipéptido
amiloide de los islotes (IAPP) y otros productos de secrecion (Fu et al., 2013; Roder et al., 2016).
Existen diversos factores que inician la transcripcién del gen de la insulina en la célula-beta, estos
factores incluyen a la propia insulina que actla de manera autocrina sobre las propias células
beta; sin embargo, es el metabolismo de la glucosa la principal via que estimula la transcripcién
de la insulina (Artner y Stein, 2008; Fu et al., 2013).

Las células beta y secrecion de insulina

Las células beta participan de manera importante en la regulacion de la homeostasis de la glucosa
a traves de la secrecion de insulina (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2009). La
glucosa representa el principal estimulo en la secrecién de insulina. La secrecion de insulina
estimulada por glucosa, requiere que la concentracion de glucosa en sangre sea detectada por las

células beta. Para poder censar de manera réapida y eficiente la glucosa, las células beta necesitan



estar localizadas cerca de los vasos sanguineos, donde puedan recibir hasta 10 veces mas flujo de
sangre que las células exocrinas (Fu et al., 2013).

La secrecion de insulina en respuesta a glucosa es pulsatil y bifasica (Stagner et al., 1980).
Las oscilaciones de calcio dentro de las células beta, representan el estimulo para los diferentes
pulsos de secrecion de insulina en respuesta a la glucosa (Bergsten et al., 1994; Kar y Ray, 2005).
La secrecion bifasica de insulina inicia a los cinco minutos después de que las células beta
detectan los niveles de glucosa, lo que desencadena el inicio del primer pico de secrecion de
insulina (fase de disparo), y seguido de un descenso en la secrecion. Esta primera fase de
secrecion, representa la etapa en donde la mayor cantidad de insulina es secretada. La segunda
fase de secrecion es mas lenta comparada con la primera fase, pero permite la amplificacion y
mantenimiento de la secrecion durante varias horas hasta alcanzar la euglicemia en sangre. En la
segunda fase de secrecion, se secretan los granulos de insulina remanentes que se encuentran mas
alejados de la membrana, mediante un mecanismo independiente de los canales de potasio
acoplados a ATP (Curry et al., 1968; Lazo de la Vega Monroy, 2012; Rdoder et al., 2016).

De manera mas detallada, en el inicio de la secrecion de insulina, primero se requiere que
la glucosa sea transportada al interior de las células beta por difusion facilitada a través de
proteinas transportadoras de glucosa (GLUT2 en roedores, GLUT1 en humanos). Dentro de las
células beta, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa formando glucosa-6-fosfato. La
glucocinasa es considerada como la enzima limitante en la glucolisis y representa un importante
sensor de glucosa para las células beta (Matschinsky, 1996; Suckale y Solimena, 2008). La

completa oxidacién de la glucosa en la glucolisis, ciclo de Krebs y la cadena respiratoria,

incrementa los niveles intracelulares de ATP y el cierre de los canales de K* sensibles a ATP
(KATP) (Matschinsky, 1996). Posteriormente, se despolariza la membrana plasmatica, y se
activan los canales de calcio y sodio dependientes de voltaje. El flujo de iones calcio y sodio
despolarizan aun mas la membrana, lo que desencadena la apertura de los canales de calcio tipo L
y de otros canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC). Luego, se desencadenan
potenciales de accion que incrementan los niveles de calcio intracelular, y permiten la activacion,
translocacion, fusion y exocitosis de los granulos de insulina (Ashcroft et al., 1994; Rorsman y
Renstrom, 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de la primera fase de secrecion de insulina estimulada por glucosa en la célula-
beta. La captacion y metabolismo de la glucosa en las células beta permite el incremento de los niveles de
ATP, cierre de los canales de K+, despolarizacion de la membrana plasmatica y entrada de calcio del
medio extracelular. EI incremento de calcio desencadena la fusion de los granulos que contienen insulina
con la membrana plasmatica y la secrecidn de insulina a torrente circulatorio.

Masa de los islotes pancreéticos

La masa de los islotes (mg por pancreas), se determina multiplicando el porcentaje total del area
de los islotes (dentro del area total pancreatico) y el peso del pancreas (Chintinne et al., 2012).
Los mecanismos principales que incrementan la masa de las células beta, y por lo tanto también
la de los islotes son: 1) incremento del tamafio celular o hipertrofia, 2) neogénesis a partir de
células progenitoras o células pluripotenciales localizadas en el pancreas, 3) incremento en la
replicacion celular a partir de células preexistentes, y 4) transdiferenciacion o formacion de
nuevas células a traves de la desdiferenciacion de otros linajes celulares (Bouwens y Rooman,

2005). Los mecanismos que disminuyen la masa de las células beta son: 1) apoptosis 0 muerte



celular programada, 2) atrofia o disminucion del tamafio celular y 3) autofagia (Bouwens y
Rooman, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Reguladores de la masa en las células beta. Los mecanismos principales que
incrementan la masa de las células beta son: la hipertrofia, neogénesis, replicacion celular y
transdiferenciacion. Por otro lado, los mecanismos que disminuyen la masa de las células beta
son: apoptosis, atrofia y autofagia (Bouwens y Rooman, 2005)

Plasticidad de los islotes pancreaticos

Los islotes pancreéticos, y en especial las células beta, presentan una “plasticidad” en su tamafio
y funcion que le permite adaptarse ante diferentes demandas metabdlicas y cambios hormonales
(Matveyenko et al., 2008). Por ejemplo, las células beta responden a los cambios en las demandas

de insulina, modificando su tamafio y secrecion de insulina (Bernard-Kargar y Ktorza, 2001); tal



como acontece durante la gestacion y lactancia y cuyos cambios estan modulados por control
hormonal, en respuesta a los cambios fisioldgicos en estas etapas (Baaziz y Curry, 1993; Baeyens
etal., 2016; Burnol et al., 1986, 1987; Marynissen et al., 1983, 1985; Nielsen, 2016; Rieck y
Kaestner, 2010).

Cambios en los islotes pancreaticos maternos durante la gestacién

Durante la gestacion, los islotes pancreaticos maternos modifican su morfologia y funcién debido
a la resistencia a la insulina materna presente en este periodo y lo que ocasiona incremento en la
secrecion de insulina materna y aumento en el tamafio de los islotes maternos (Baeyens et al.,
2016; Green y Taylor, 1972; Nielsen, 2016; Parsons etal., 1992; Rieck y Kaestner, 2010).
Diversos experimentos han demostrado que la prolactina, lactdgeno placentario y serotonina, son
responsables de estas modificaciones en los islotes materno durante la gestacion (Baeyens et al.,
2016; Kim et al., 2010; Parsons et al., 1992; Sorenson y Brelje, 1997).

Cambios metabolicos durante la lactancia y poslactancia

La lactancia y la poslactancia, representan dos periodos en los que diversos tejidos maternos
atraviesan por intensos cambios morfoldgicos y funcionales, orquestados por modificaciones
hormonales (Canul y Fernandez, 2019). La lactancia representa un periodo priorizado hacia la
sintesis y secrecion de leche materna. ElI hueso materno es el principal reservorio mineral en
mamiferos, por lo que durante la lactancia este tejido manifiesta una profunda desmineralizacion
para asegurar las demandas minerales. Después del destete, existen nuevos cambios hormonales
maternos que revierten los cambios que se realizaron durante la lactancia. (Canul y Fernandez,
2019).

Péncreas exocrino materno durante la lactancia y poslactancia

Existe poca informacion sobre el pancreas exocrino materno durante la lactancia. Estudios en
ratas han demostrado que el peso del pancreas materno se incrementa durante la lactancia (Rolls
etal., 1979). También se han observado modificaciones en la actividad y secrecién de algunas
enzimas digestivas. Por ejemplo, a partir de la segunda mitad de la lactancia (pico de lactancia) la
tripsina y o-quimotripsina incrementan su actividad; por otro lado, la actividad de la amilasa esta
disminuida (Mizoguchi y Imamichi, 1987; Rolls et al., 1979).



A la segunda semana de poslactancia, el peso del pancreas disminuye, y las actividades de
las enzimas digestivas se restituyen hasta alcanzar los valores previos a la gestacion (Mizoguchi y
Imamichi, 1987; Rolls et al., 1979).

Cambios en los islotes pancreaticos maternos durante la lactancia

Después del parto, los diversos cambios fisiolégicos y metabdlicos ocurridos durante la
gestacion, se revierten hasta alcanzar los valores previos al inicio de la gestacion (Canul y
Fernandez, 2019). Durante la lactancia, las células beta maternas reducen su proliferacion e
incrementan su apoptosis (Marynissen et al., 1983; Scaglia et al., 1995). Ademas, se reduce la
secrecion de insulina estimulada por glucosa (Hubinont et al., 1986; Hubinont CJ, 1887). Hasta la
fecha, existe poca informacion acerca de los mecanismos que participan en las modificaciones de
los islotes maternos durante la lactancia. No obstante, se ha propuesto que los glucocorticoides y
el calcio, podrian participar en la involucion de las células beta durante la lactancia (Anhe et al.,
2007; Weinhaus et al., 2000). En apoyo a esto, se ha observado que en la parte final de la
gestacion en roedores, se incrementan los niveles de corticosterona en sangre (Cohen, 1976;
Dupouy et al., 1975). Durante la lactancia, la succién de las crias sobre la glandula mamaria de la
madre, estimula la sintesis y secrecion de glucocorticoides en las glandulas adrenales (Walker
et al., 1992). Interesantemente, se ha demostrado que los islotes pancreaticos poseen la enzima 11
B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11 B-HSD1), esencial para la sintesis de cortisol
(Davani et al., 2000; Lellis-Santos et al., 2012; Swali et al., 2008). Durante la lactancia, en los
islotes maternos los glucocorticoides participan en el incremento de los niveles de Fosfatasa 1 de
las proteinas-cinasas activadas por mitogenos (MKP-1) (Nicoletti-Carvalho et al., 2010) y de la
Proteina 1 relacionada con Ras inducida por dexametasona (RASD1) (Lellis-Santos et al., 2012).
Esto desencadena una disminucién en la activacion de las Cinasa regulada por sefiales
extracelulares 1/2 (ERK 1/2), inhibicién de la adenilato ciclasa y la Proteina cinasa C (PKC); y
finalmente disminucion en la proliferacion de las células beta y secrecion de insulina (Lellis-
Santos et al., 2012; Nicoletti-Carvalho et al., 2010).

Cambios en los islotes pancreaticos maternos durante la poslactancia
Hasta la fecha, ningun articulo ha documentado lo que acontece en los islotes maternos en la

poslactancia. Sin embargo, un articulo de Marynissen demostré que al dia del destete, no se



presenta ningun cambio en el area de los islotes maternos comparado con el grupo control
(Marynissen et al., 1983).

Adaptaciones fisiolégicas y metabolicas maternas durante la lactancia y post- lactancia en

otros tejidos

Hueso.

El hueso es un tejido que participa como soporte estructural del cuerpo, proteccion para los
organos internos, locomocion, punto de union para el musculo esquelético, formacion de células
rojas (hematopoyesis), balance &cido-base del cuerpo y homeostasis mineral a través de la
absorcion (captacion) y resorcion mineral (liberacién) (Kini y Nandeesh, 2012; Taichman, 2005).
Interesantemente, en los Gltimos afios se ha demostrado que el hueso actia como tejido endocrino
por a su capacidad de producir y secretar hormonas que regulan diversas funciones en el cuerpo
(DiGirolamo et al., 2012).

El hueso se divide en dos partes seguin su microestructura y localizacion: 1) hueso cortical
0 hueso compacto, y 2) hueso trabecular o esponjoso (Clarke, 2008) (Figura 5). El hueso esta
conformado entre un 50-70% por minerales (hidroxiapatita, carbonato de calcio, magnesio,
potasio y fluor), 20-40% por una matriz organica (células, proteoglicanos, glicoproteinas y
glicosaminoglicanos), 5-10% por agua y menos del 3% por lipidos (Clarke, 2008). Los diferentes
tipos celulares que conforman el hueso se dividen en dos grupos: 1) las que derivan de las células
madre mesenquimales: preosteoblastos, osteoblastos, células de linaje-6seo y osteocitos; y 2) las
que derivan de las células madres hematopoyéticas: monocitos, preosteclastos y osteoclastos
(Buckwalter et al., 1995; Canul y Fernandez, 2019; Clarke, 2008; Florencio-Silva et al., 2015)
(Figura 5).

Los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos, son importantes para el recambio y
remodelacion 6sea (Baron, 2008). Los osteoblastos participan en la mineralizacion dsea a través
de la formacién de la matriz celular y sintesis de proteinas y hormonas (Eriksen, 2010; Raggatt y
Partridge, 2010; Raisz y Kream, 1983). Los osteocitos representan aproximadamente el 90% del
contenido celular, y participan en la remodelacion 6sea a través de su apoptosis y capacidad de

adoptar propiedades de células fagociticas (Canul y Fernandez, 2019; Teti y Zallone, 2009). Los



osteoclastos participan en la remodelacion désea gracias a su capacidad de desmineralizacion

cuando la matriz 6sea necesita ser destruida (Baron, 2008).
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Figura 5. Estructura del hueso. Panel A: Partes del hueso segn su microestructura y
localizacion. Panel B: Diferentes tipos celulares que conforman el hueso.

El hueso materno durante la lactancia.
Durante la lactancia, el hueso representa la principal fuente de minerales para la produccién de
leche materna (Kalkwarf et al., 1997; Kovacs, 2011, 2016; Kovacs y Kronenberg, 1997). En este
periodo, los osteoclastos incrementan su numero y actividad (Baron, 2008; Canul y Fernandez,
2019) y los osteocitos empiezan a expresar genes caracteristicos de los osteoclastos (Teti y
Zallone, 2009). Los osteoblastos también incrementan su ndmero, pero el recambio 6seo esta
favorecido hacia la perdida de la masa 6sea (Tojo et al., 1998).

Los mecanismos que inician la pérdida de la masa 6sea no estan del todo claros. Sin
embargo, estudios en ratas han demostrado que el incremento de la prolactina (Suntornsaratoon
et al., 2009; Thongchote et al., 2008); la disminucién de la hormona liberadora de gonadotropina,

la inhibiciébn de la hormona luteinizante y foliculo-estimulante, el decremento en las



concentraciones de progesterona y estradiol (Hall y Guyton, 2000), asi como el aumento de la
proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) (Ardeshirpour et al., 2010) y del factor
de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21) podrian participar en la resorcion 6sea durante la

lactancia (Bornstein et al., 2014).

El hueso materno durante la poslactancia.

Un evento importante en las primeras semanas de poslactancia, se observa en el hueso materno,
en donde se produce una intensa remineralizacion y aumento en su densidad (Collins et al., 2013;
Kirby etal., 2011; Kovacs, 2016; Liu etal., 2012; Miller y Bowman, 2007). El proceso de
remineralizacién 6sea comienza 24 horas después del destete, e inicia con el incremento en la
apoptosis en los osteoclastos a través de la disminucion del Receptor activador del factor nuclear
k B (RANK) (Canul y Fernandez, 2019; Miller y Bowman, 2007). Los osteocitos comienzan a
expresar genes caracteristicos de los osteoblastos (Teti y Zallone, 2009) y se incrementa el
numero de osteoblastos, lo que finalmente permite el aumento y la recuperacion de la masa 6sea
(Ardeshirpour et al., 2007; Miller y Bowman, 2007). Los mecanismos y factores que participan
en la recuperacion de la masa 6sea materna contintan en debate hasta la fecha. Pero, el retorno a
los niveles normales del medio hormonal: prolactina, hormona liberadora de gonadotropina,
hormona luteinizante, hormona foliculo-estimulante y estrogenos, podrian estar involucrados en
la remineralizacién 6sea (Canul y Fernandez, 2019).

Por otro lado, en periodos de intensa diferenciacion de osteoblastos y mineralizacion 0sea,
tal como sucede durante la poslactancia, la glucosa representa el principal sustrato energético
para llevar a cabo estas acciones (Esen etal., 2013; Lecka-Czernik y Rosen, 2015; Nichols y
Neuman, 1987). Ademas, el incremento en los requerimientos de glucosa por parte del tejido
0seo materno, podria repercutir en el metabolismo global materno afectando la homeostasis de

glucosa durante la poslactancia (Dirckx et al., 2018).

Serotonina

La serotonina, o 5-hidroxitriptamina (5HT), es una molécula con numerosas funciones en todo el
cuerpo. La primera reaccion en su sintesis esta catalizada por la enzima triptéfano hidroxilasa
para formar el 5-hidroxitriptéfano (5HTP), finalmente el 5HTP se convierte a serotonina por la

enzima descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos (Mohammad-Zadeh et al., 2008) (Figura 6).



La accion de la serotonina esta mediada por una gran familia de receptores acoplados a proteinas
G, y a la apertura de canales i6nicos (Hoyer et al., 2002).

En el sistema nervioso central (SNC), la funcion de la serotonina como neurotransmisor,
esta relacionada con la accion del sistema serotoninérgico para regular, por ejemplo, la
temperatura, apetito, ciclo del suefio, emesis, conducta sexual y nocicepcién. Por lo tanto, algun
dafio en este sistema, podria resultar en la aparicion de trastornos psiquiatricos y neuroldgicos
(Kandel et al., 2001). La serotonina esta presente no solo en el cerebro, sino también en otros
tejidos como el pulmdn, rifién, higado, plaquetas, tracto gastrointestinal, musculo, glandula
mamaria, hueso y pancreas (Mohammad-Zadeh etal., 2008). La serotonina participa en la
agregacion plaquetaria mediada por el receptor 5-HT, (Hilton y Cumings, 1971). También esta
involucrada en el desarrollo de las glandulas mamarias, en la regulacion de la sintesis y secrecién
de leche materna; asi como en la produccion de PTHrP durante la lactancia (Canul y Fernandez,
2019; Chiba et al., 2018; Marshall et al., 2014; Matsuda et al., 2004; Pai y Horseman, 2008). La
serotonina también participa en la regulacion del metabolismo y densidad del hueso (Collet et al.,
2008; Ducy y Karsenty, 2010). En el intestino, regula la motilidad y secrecion de diversos

componentes al lumen intestinal (Mawe y Hoffman, 2013; Shepherd, 1963).
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Figura 6. Sintesis de serotonina. El aminoacido esencial L-triptéfano es hidroxilado a 5-
hidroxitriptofano por la triptéfano hidroxilasa. Después, el 5-HTP es descarboxilado por la
descarboxilasa de aminoacidos L—aromaticos para formar serotonina.

Serotoninay células beta
Si bien, la presencia de serotonina en las células beta se conocia desde los afios 80°s, su funcion
permanecio desconocida hasta el afio 2010 (Bird et al., 1980; Kim et al., 2010). Actualmente se

sabe que la serotonina regula la masa de las células beta y la secrecion de insulina durante la



gestacion (Kim et al., 2010; Ohara et al., 2013), periodo en el que los cambios metabdlicos y
hormonales, generan un estado fisiologico de resistencia a la insulina para sobrellevar las
demandas energéticas del feto (Canul y Fernandez, 2019). Por lo anterior, las células beta se ven
en la necesidad de incrementar su masa y secrecion de insulina, con el objetivo de aumentar la
cantidad de insulina y compensar la resistencia a la insulina (Herrera, 2000). Si este mecanismo
no se lleva a cabo, podrian aparecer alteraciones en la homeostasis de la glucosa materna y el

riesgo de desarrollar diabetes gestacional (Kim et al., 2010).

Osteocalcina
La osteocalcina, también llamada proteina BGLAP (Gorai et al., 1998; Obrant et al., 1999) es una
proteina no-colagena de bajo peso molecular (5,700 Da) presente en gran cantidad en la matriz
Osea. La osteocalcina es sintetizada principalmente en los osteoblastos del hueso, y se le
considera como un marcador de mineralizacion Osea y diferenciacion de los osteoblastos (Zoch
etal., 2016). Su sintesis y actividad dependen de la vitamina D, vitamina K y de numerosas
modificaciones post-traduccionales que incluyen carboxilaciones en los tres residuos de acido
gamacarboxiglutamicos (Gla), lo que le confiere a esta hormona una alta afinidad por los iones de
calcio e incorporacion a los cristales de hidroxiapatita en el hueso (Lee et al., 2000; Seibel, 2003)
(Figura 8). La vitamina D 1,25-dihydroxy-D (1,25(OH) 2D) o calcitrol, regulacién la
transcripcion del gen de osteocalcina a través del receptor nuclear de vitamina D (Lee etal.,
2000; Wolf, 2009). La vitamina K es un cofactor determinante en la carboxilacion de la
osteocalcina y mediado por la enzima gamma-glutamil carboxilasa (GGCX). La osteocalcina
puede encontrarse descarboxilada (Glu-osteocalcina); o con una, dos o tres carboxilaciones (Gla-
osteocalcina), lo que repercute en sus propiedades fisicoquimicas y de afinidad por los iones
calcio y las hidroxiapatitas en el hueso (Lee etal., 2000). Entre menos residuos carboxilados
tenga la osteocalcina, menor afinidad por los iones de calcio y las hidroxiapatitas tendrd. No
obstante, tanto la Gla-osteocalcina y la Glu-osteocalcina pueden encontrarse tanto en el hueso
como en el torrente circulatorio (Ferron etal., 2010a), pero la osteocalcina descarboxilada se
encuentra principalmente en circulacién (Ferron et al., 2008a).

Recientemente se ha reconocido al hueso como un tejido endocrino, por su capacidad de
sintetizar y secretar hormonas que regulan el metabolismo; un ejemplo de estos factores es la
Glu-osteocalcina (osteocalcina descarboxilada) que ha sido objeto de gran estudio en los ultimos

afios (Lee etal., 2007; Shirakawa etal., 2017). Se ha demostrado que la Glu-osteocalcina



participa en la regulacion de la visceral, tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina,
secrecion de insulina y la masa de los islotes pancreaticos (Motyl et al., 2010a). Por otra parte, la
Glu-osteocalcina se considera como marcador de la concentracion de vitamina K en el cuerpo
(Sokoll y Sadowski, 1996), por lo que la deficiencia de vitamina K incrementa la concentracién
en sangre de Glu-osteocalcina. Finalmente, se ha observado que la administracion exdgena de
Glu-osteocalcina incrementa la secrecion de insulina, proliferacion de las células beta y la
sensibilidad a la insulina (Ferron et al., 2008b; Lee et al., 2007).
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Figura 7. Sintesis de osteocalcina en el osteoblasto. El gen BGLAP de osteocalcina se transcribe gracias
a la vitamina D. Despueés de su transcripcion y traduccion, el peptido pre-proosteocalcna sufre protedlisis
formando un péptido proosteocalcina de 75 aminoacidos. Después, la osteocalcina se carboxila en los
residuos Glu en la posicion 17,21 y 24 con ayuda de la vitamina K y formar pro-Glu osteocalcina. Este
proceso solamente ocurre en cierta proporcion sobre la nueva osteocalcina que esta siendo sintetizada. La
pro-Gla y Glu-osteocalcina sufren proteo6lisis que da como resultado la osteocalcina madura carboxilada y
descarboxilada. Ambas formas de la osteocalcina son secretadas del osteoblasto, donde finalmente la Gla-
osteocalcina se une al calcio e hidroxiapatito, y la Glu-osteocalcina es liberada mas facilmente a la
circulacion.

Osteocalcina y las células beta



En afios recientes se ha encontrado una comunicacion hormonal entre el hueso y los islotes
pancredaticos (Ng, 2011; Schwetz et al., 2012). Karsenty en el 2006, fue el primero en postular la
existencia de una regulacion hormonal en el metabolismo energético mediado por el hueso
(Karsenty y Ducy, 2006). En el 2007, este mismo grupo de investigacion confirmaria que los
osteoblastos secretan una sustancia al torrente circulatorio que afecta a las células beta
pancredticas y regula el metabolismo de la glucosa (Lee et al., 2007). Actualmente se conoce que
esta comunicacion entre el hueso y las células beta esta mediada por la hormona osteocalcina en
su forma descarboxilada (Glu-osteocalcina). La Glu-osteocalcina promueve en las células beta,
aumento en la secrecion de insulina y su masa (Ferron et al., 2008b; Lee et al., 2007; Motyl et al.,
2010b; Sullivan etal., 2013; Wei etal., 2014). A su vez, la insulina aumenta la densidad y
sintesis de osteocalcina en el hueso (Fulzele et al., 2010). Existe fuerte evidencia tanto in-vitro
como in-vivo, que la accion de la osteocalcina esta regulada por el receptor acoplado a proteinas
G de la familia C 6A (GPRC6A), una proteina de siete dominios transmembranal. No obstante, se
ha documentado que el receptor GPRC6A es el punto de interaccion de diversos ligandos como
la L-arginina, L-lisina, L-ornitina, minerales, y otras hormonas (Clemmensen et al., 2014; Pi
etal., 2015, 2016). A pesar de esto, la osteocalcina mediante el receptor GPRC6A, regula
directamente la produccion de insulina y proliferacion de las células beta, por lo que actualmente
se esta estudiando como blanco terapéutico para la creacion de medicamentos que mimeticen la
estructura de la Glu-osteocalcina como tratamiento para los pacientes con diabetes tipo 2 (Pi
etal., 2011, 2016; Wei et al., 2014) (Figura 8);
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Figura 8. Comunicaciéon hormonal entre el hueso y la célula-beta. El hueso sintetiza Glu-osteocalcina
el cual promueve en las células beta, incrementos en la expresion del gen que codifica para la insulina, en
la proliferacion celular y en la secrecion de insulina. A su vez, esta insulina llega al hueso y mediante el
receptor de insulina, participa en su desarrollo, incrementa la absorcién de calcio en los osteoblastos y
aumento en la densidad del hueso, y en la regulacién de la sintesis de osteocalcina.

Calcio

El calcio es uno de los iones mas abundantes en el planeta y en los mamiferos (Riccardi y Kemp,
2012). Es tal su importancia, que existen proteinas especializadas que almacenan y transportan
calcio intracelular, asi como mecanismo que detectan su concentracion en el medio extracelular
(Riccardi y Kemp, 2012). Mas del 99% del calcio de los mamiferos se almacena en forma de
hidroxiapatita en el hueso (Yu y Sharma, 2019). En sangre, el calcio puede estar presente en 3
formas: 1) el 40% esté unida a proteinas (por ejemplo albumina y globulina) y el cual no puede
ser utilizado por los tejidos, 2) entre el 9-15% esta en forma complejado o quelatado (fosfato de
calcio, carbonato de calcio) y el cual puede ser utilizado por los diferentes tejidos, y 3) entre 45-
51 % esta en forma ionizado (libre) y el cual es utilizado preferentemente por los tejidos para sus
funciones fisioldgicas (Canul y Fernandez, 2019; Yu y Sharma, 2019).

La homeostasis de calcio se lleva a cabo por hormonas que regulan los transportadores de
calcio en el intestino, rifion y hueso. Las principales hormonas reguladoras de calcio son: la
hormona paratiroidea (PTH), 1,25 hidroxivitamina D3 (vitamina D3) y la calcitonina (Keung y
Perwad, 2018; Munoz y Hu, 2016).

La hormona paratiroidea (PTH) es secretada por las glandulas paratiroides en respuesta al
decremento de la concentracion de calcio en sangre. Esto produce incremento en la reabsorcién
de calcio, incremento en la secrecion de vitamina D3 en el rifion e incremento en la absorcion de
calcio en el intestino. La PTH también estimula la resorcién de calcio en el hueso,
particularmente durante la lactancia (Keung y Perwad, 2018; Munoz y Hu, 2016).

La calcitonina es secretada por las células parafoliculares de la tiroides (células C) en
respuesta al incremento de la concentracion de calcio en sangre. La calcitonina estimula la
reabsorcion de calcio en el hueso a través de los osteoblastos. De igual forma, la calcitonina
inhibe la reabsorcion de calcio en el rifidn e intestino, e incrementa la excrecion de calcio a traves
de la orina (Keung y Perwad, 2018; Munoz y Hu, 2016).



Calcio durante la gestacion y lactancia

De manera normal, el calcio total se mantiene en un rango entre 8.5-10.5 mg/dl (4.3-5.3 mEq/L
0 2.2-2.7 mmol)(Goldstein, 1990). Durante la gestacion, tanto en roedores como en humanos el
incremento del volumen vascular materno ocasiona una disminucion en la concentraciones de
calcio total sérico (Kovacs, 2016). En humanos los niveles de calcio ionizado se mantienen en
concentracion normales a lo largo de gestacion; sin embargo en roedores, debido al namero de
crias, los niveles de calcio ionizado disminuyen (Kovacs, 2016). Durante la lactancia, la
concentracion de calcio total y calcio ionizado no presentan modificaciones, aunque algunos
murinos pueden presentar modificaciones en las concentraciones de esta molécula, en respuesta
al nimero de crias, al tipo de dieta, tamafio de las crias, cepa de raton, o estado de ayuno
(Kovacs, 2016). Al momento del destete, el calcio en suero se incrementa transitoriamente tanto
en roedores como en humanos debido al cese abrupto en la captacion de calcio por la glandula
mamaria (Kovacs, 2016).

Receptor extracelular sensor de calcio (CaSR)

Es tal la importancia de calcio en el cuerpo, que existen mecanismos que detectan su
concentracion en el medio extracelular; esto se lleva a cabo a través de los receptores
extracelulares sensores de calcio (CaSR). El receptor extracelular sensor de calcio (CaSR) fue

descubierto en el 1993 (Brown et al., 1993) y se identifico como el primer receptor acoplado a
proteina G (GPCRs) activado por calcio ionizado (Ca2+) (Riccardi y Kemp, 2012). ElI CaSR

pertenece al grupo C de los receptores GPCRs (Alexander et al., 2011). Si bien el ca’ es el

ligando fisiologico de los CaSRs, diversos aminoacidos pueden modular alostéricamente la
sensibilidad de Ca2+para unirse al receptor CaSR. Ademas, otros di-tri cationes polivalentes

también pueden activar los CaSRs independientemente de la presencia de ca’ (Nemeth, 2004;
Riccardi y Kemp, 2012).

La principal funcion fisiologica del receptor extracelular sensor de calcio (CaSR), es la
regulaciéon de homeostasis de agua y de iones divalentes como el calcio (Riccardi y Kemp, 2012).

Este receptor esta presente en las glandulas mamarias, hueso, rifion, entre otros tejidos. Los

CaSRs mantienen la homeostasis del Ca”* a través de dos procesos: 1) regulacion de la secrecién
de PTH por la glandula paratiroidea, y 2) a través de la regulacion de 6rganos que participen en la
homeostasis de calcio, como el rifion y el hueso (Riccardi y Brown, 2010; Riccardi y Kemp,
2012).
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Durante la lactancia, el CaSR se expresa abundantemente en las glandulas mamarias para
regular la liberacion calcio en el hueso a través de la sintesis y secreciéon de PTHrP (VanHouten
et al., 2004). Otras funciones del receptor extracelular sensor de calcio incluyen la regulacién de
hormonas y secrecion de fluidos, regulacion de sefiales neuronales, y probablemente regulacién
del desarrollo fetal (Riccardi y Kemp, 2012).

Calcio y células beta
Como se menciona anteriormente, el calcio regula la secrecién de insulina en las células beta a

través de oscilaciones en su concentracion intracelular, y mediante enzimas y canales

dependientes de ca’’ (Wollheim y Sharp, 1981). Ha sido reportado que los CaSRs se expresan en
las células beta de roedores y humanos (Squires, 2000), y su activacion participa en el incremento

de la secrecion de insulina (Gray et al., 2006; Jones et al., 2007). Ademas, los CaSRs favorecen

. ., . . 2
la comunicacion entre las células beta para detectar las concentraciones locales de Ca v (el cual es
liberado junto con la insulina) y de esta forma incrementar la secrecion de insulina (Gray et al.,
2006; Jones et al., 2007).

Otras hormonas

Prolactina

La prolactina es una hormona peptidica (23 kD) secretada por las celulas lactotropas en la
glandula pituitaria anterior, y fue nombrada asi por su participacion en la produccion de leche
durante la lactancia (Riddle et al., 1933). La prolactina también es responsable del desarrollo de
las glandulas mamarias, regulacién del metabolismo, asi como del crecimiento y desarrollo de
diversos tejidos (Gregerson, 2006). La accion de la prolactina estad mediada por el receptor de
prolactina (PrIR) que activa la via Jak2—Stat5, MAP cinasa, y la via PI3K-Akt (Radhakrishnan
etal., 2012). Durante la gestacion y lactancia, la prolactina incrementa su concentracion en
sangre y participa de manera activa, junto con otras hormonas, en la regulacién de diversas
funciones en el pancreas, hipotdlamo, higado y tejido adiposo, con el obejtivo de mantener la
homeorresis metabdlica inherente a estas etapas (Macotela et al., 2020; Ramos-Romn, 2011;
Trott et al., 2012). Durante la gestacion, la prolactina contribuye en: incremento de la ingestion

de comida (hiperfagia) y ganancia de peso corporal materno, incremento en la masa de la células



beta, resistencia a la insulina, y aumento del tejido adiposo materno (Kim et al., 2010; Naef y
Woodside, 2007; Ramos-Romn, 2011; Ruiz-Herrera etal., 2017). Ademas, la prolactina es
crucial para el inicio del crecimiento y desarrollo de las glandulas mamarias y diferenciacién de
las células alveolares (Hennighausen y Robinson, 2005; Horseman y Gregerson, 2013).

Durante la lactancia, la prolactina participa en: decremento de la concentracién de
progesterona y estradiol, continuacion del crecimiento y desarrollo de las glandulas mamarias,
alveologénesis, sintesis de los componentes proteicos y lipidicos de la leche, galactopoyesis, por
mencionar algunas funciones (Gregerson, 2006; Hall y Guyton, 2000; Kovacs, 2016). De igual
forma, participa en la movilizacion hacia la glandula mamaria de glucosa, lipidos, aminoacidos y
calcio para produccion de la leche (Barber et al., 1992; Canul y Fernandez, 2019; Macotela et al.,
2020). Respecto al metabolismo de calcio, la prolactina participa en la resorcion dsea
(Suntornsaratoon et al., 2009), estimula la absorcion de calcio en el intestino (Thongchote et al.,
2008; Wongdee et al., 2016, 2019) e incrementa la reabsorcion de calcio en los rifiones (Kovacs,
2016). Por otro lado, al dia del destete y durante la poslactancia, la disminucion de la prolactina
es importante para la involucion de la glandula mamaria (Rakopoulos et al., 2006; Watson, 2006)

y la remineralizacion 6sea (Canul y Fernandez, 2019; Miller y Bowman, 2007).

Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas que se sintetizan y secretan en las glandulas
adrenales. El principal glucocorticoide en humanos es el cortisol y en ratones la corticosterona.
Los glucocorticoides regulan numerosos procesos fisioldgicos como por ejemplo el metabolismo
energético, la respuesta inmune, maduracién de érganos como el pulmén y el rifién entre otros,
asi como el desarrollo fetal durante la gestacion (Gross y Cidlowski, 2008). La secrecion pulsatil
de los glucocorticoides esta regulado por el eje hipotalamo-pituitaria-adrenales (HPA) siguiendo
ritmos circadianos y ultradianos (Whirledge y Cidlowski, 2017). Para la secrecion de los
glucocorticoides, el hipotalamo secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la
vasopresina-arginina (AVP), esta Gltima conocida también como la hormona antidiurética
(ADH), lo que estimula la secrecion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en la glandula
pituitaria anterior y la sintesis de los glucocorticoides en la corteza de las glandulas adrenales
(Whirledge y Cidlowski, 2017). La accion de los glucocorticoides se lleva a cabo mediante dos
tipos de receptores presentes en la mayoria de los tejidos del cuerpo: el receptor de



glucocorticoides (GR) y el receptor de mineralocorticoides (MR) (Kadmiel y Cidlowski, 2013).
El receptor de glucocorticoides es un receptor intracelular que pertenece a una subfamilia de la
superfamilia de receptores nucleares (H. et al., 2004; Solano y Arck, 2020). Esta superfamilia
también incluye los receptores de mineralocorticoides (MR), progesterona, andrégenos y
estrégenos (Gronemeyer etal., 2004). Después de unirse a su receptor, el complejo
receptor/glucocorticoide puede translocarse al nicleo para actuar como factor transcripcional y
unirse a regiones especificas en el DNA y regular la expresion de diversos genes (H. et al., 2004;
Solano y Arck, 2020).

Durante la gestacion, los glucocorticoidesse incrementan en roedores y humanos
(Wieczorek et al., 2019)(Carr et al., 1981) y participan en diversas funciones tanto en la madre
como en el feto. Por ejemplo, los glucocorticoides intervienen en el desarrollo y maduracion de
diversos 6rganos en el feto, en particular en la maduracion de los pulmones (Chida et al., 2011),
aseguran la demanda energéticas materno-fetal (Wieczorek etal., 2019) y regulan el sistema
inmune materno (Solano y Arck, 2020). Al momento del parto, los glucocorticoides se
incrementan adn mas, lo que sugiere que probablemente participen en el inicio y/o modulacion
del parto, sin embargo esta teoria hasta la fecha continua en debate (Hollanders et al., 2017,
Solano y Arck, 2020). Por otro lado, durante la lactancia los glucocorticoides actian como sefial
anti-apoptotica en la glandula mamaria (Moran et al., 2000; Shiu y lwasiow, 1985), y junto con la
insulina y prolactina, participan en la sintesis de los componentes de la leche e interviene en la
secrecion de leche en la glandula mamaria (Lechner et al., 1997; Schwalm y Tucker, 1978).
Inmediatamente después del destete y durante los primeros dias de poslactancia, la concentracién
de corticoesterona en ratas disminuye transitoriamente comparado con lo observado durante la
lactancia (Windle et al., 2013).

Progesterona

La progesterona es una hormona esteroidea sintetizada en la corteza de las glandulas adrenales,
en las gbnadas (ovarios y testiculos) y en el cuerpo luteo y placenta durante las gestacion
(Goletiani et al., 2007). Su sintesis deriva del colesterol y tiene numerosas funciones en el cuerpo
y el sistema reproductor (Arab et al., 2019; Magon y Kumar, 2012). La accion de la progesterona

es a través de dos vias: via genémica y no-gendmica. La via no-genémica es por medio de la



activacion del receptor membranal de progesterona (mPRs) acoplados a proteina G
(Boonyaratanakornkit et al., 2008; Valadez-Cosmes et al., 2016). La via genomica se realiza a
través de un receptor nuclear de progesterona (PR) localizado en el citoplasma. Una vez unido a
su receptor nuclear, la progesterona se transloca al nicleo para regular la expresion de diversos
genes. Existen tres isoformas del receptor nuclear de progesterona: PR-A, PR-B, y PR-C
(Taraborrelli, 2015; Wetendorf y DeMayo, 2014).

Ademas de su participacion durante el ciclo menstrual, la progesterona es critica durante
la gestacion para el mantenimiento del endometrio, disminucion de la contraccion en el
miometrio al momento de la implantacion, regulacion de la produccion de mediadores
inflamatorios, inicio el desarrollo de la glandula mamaria e inhibicién de la lactancia y desarrollo
del sistema nervioso central (SNC) en el feto (Arab et al., 2019; Wagner y Quadros-Mennella,
2017). Asi mismo, junto con el estradiol, participa en el recambio 6seo durante la gestacion,
lactancia y poslactancia (Prior, 2018).

Durante las primeras semanas de gestacion, el cuerpo lateo incrementa la secrecion de
progesterona y estradiol; sin embargo, después de la semana siete, disminuye su sintesis e
incrementa la sintesis en los trofoblastos de la placenta, siendo este la principal fuente de
produccion de estas hormonas durante el resto de la gestacion (Napso et al., 2018). Este
incremento, junto con el aumento en los estrogenos e inhibina, producen disminucién en la
sintesis de la hormona foliculo-estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) (Soma-Pillay
etal., 2016). Durante la primera mitad de la lactancia en ratas, se incrementa gradualmente la
concentracion de la hormona y luego disminuye al final de la lactancia (Camacho-Arroyo et al.,
2018; Grota y Eik-Nes, 1967; Taya, 1992). En la poslactancia, la progesterona en conjunto con el
incremento de la hormona liberadora de gonadotropina, hormona luteinizante, hormona foliculo-

estimulante, podria participar en la recuperacion e incremento de la densidad désea (Prior, 2018).

Estradiol

El estradiol es un hormona producida por los ovarios durante la etapa reproductiva en mamiferos,
y participa en la regulacién del ciclo menstrual y en diversas funciones en diferentes érganos del
cuerpo (Mauvais-Jarvis et al., 2013). Ademas del estradiol, otros tipos de estrogenos son: estrona,
estriol y estetrol (Thomas y Potter, 2013). El estradiol puede ser sintetizado en diferentes tejidos
extra gonadales, incluyendo la placenta durante la gestacion (Simpson, 2003). Para la sintesis de



estradiol, la estrona puede ser convertida a estradiol por la enzima 17 Beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17-beta-HSD), o por aromatizacion de la testosterona (Escobar etal., 2011;
Thomas y Potter, 2013). La accion del estradiol es a través del receptor intracelular de estradiol
(ER). El ER es sintetizado como dos subtipos: ER alfa y ER beta (Green et al., 1986; Kastner
etal., 1990; Kuiper et al., 1996). La interaccion del receptor de estradiol con coactivadores es
fundamental para el inicio de la expresion génica, siendo el coactivador 1 de receptor esteroide
(SRC1) uno de los principales (Zhang et al., 2011).

Durante la gestacion, el estradiol participa en la regulacion del metabolismo de calcio al
regular: la sintesis de vitamina D y de calcitonina, el metabolismo de hueso y la absorcién de
calcio en el intestino (Colin et al., 1999; Van Cromphaut et al., 2003; Kovacs, 2016). Ademas, el
estradiol también modula las adaptaciones del sistema inmune materno (Solano y Arck, 2020).
Por otro lado, durante lactancia la sintesis de estradiol se encuentra disminuida por el incremento
de la prolactina (Kovacs, 2016; Lephart et al., 1992), asi como por la ausencia de la placenta,
principal fuente de sintesis de estradiol durante la gestacion. Sin embargo en roedores, se ha
reportado incremento en el estradiol en el dia diez de lactancia (Taya y Greenwald, 1982). En
humanos, la concentracion de estradiol esta disminuida durante las primeras semanas lactancia y
luego se retorna a los niveles normales (Kovacs, 2016). Durante la lactancia el estradiol participa
en la resorciéon 6sea (Canul y Fernandez, 2019; Vanhouten y Wysolmerski, 2003), estimula la
produccién de PTHrP en la glandula mamaria (Rabbani et al., 2005), participa en la lactogenesis
(Neville et al., 2002) y modula la expresion de calcitonina en la tiroides (Silver y Naveh-Many,
1993).

En la poslactancia, la disminucion en la concentracion de prolactina, asi como incremento
en la hormona liberadora de gonadotropina, y hormona foliculo-estimulante, promueven
incremento de los estrdgenos, incluyendo el estradiol. En la poslactancia, el estradiol incrementa

la apoptosis en los osteoclastos (Kovacs, 2016)



10. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Observaciones previas en nuestro laboratorio encontrando un aumento en la masa de los islotes
pancreaticos maternos en el periodo después del destete ( poslactancia) dieron origen a este
proyecto. No existen trabajos en la literatura que reporten cambios morfologicos o funcionales en
los islotes maternos en la poslactancia, por lo que en este trabajo planteamos investigar los
cambios celulares y funcionales que acontecen en los islotes pancreaticos maternos durante la
poslactancia. También, proponemos estudiar los mecanismos que participan en el crecimiento de
los islotes, analizar cambios en la tolerancia a la insulina y a la glucosa, asi como cambios en
hormonas y metabolitos que pudiesen intervenir en las modificaciones que acontecen en los
islotes maternos en la poslactancia. Dado que en este periodo la remineralizacién del hueso es un
evento fisioldgico de gran importancia, proponemos estudiar a la osteocalcina descarboxilada;

una hormona 6sea que tiene acciones sobre el islote pancreatico y la tolerancia a la insulina.

11. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas la diabetes mellitus se ha posicionado como una de las enfermedades méas
importantes a nivel mundial, alcanzando proporciones epidémicas. En México, esta enfermedad
se ha colocado como la principal causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres.

La disminucion parcial o total de la masa y funcién de las células beta, es el comin
denominador en la aparicion de los diferentes tipos de diabetes, por lo que son esenciales las
investigaciones encaminadas a la identificacion de las moléculas y mecanismos que regulan estos
procesos (Hudish et al., 2019; Meier y Bonadonna, 2013; Weir et al., 2001).

Este trabajo ofrece una gran oportunidad de analizar cambios en el islote pancreético en
un periodo fisioldgico nunca antes estudiado, y que serviran como base para identificar moléculas
y mecanismos involucrados en el incremento de la masa de los islote; abriendo asi un nuevo
campo de estudio. Este conocimiento ayudara en el desarrollo de estrategias para la prevencion y

tratamiento de la diabetes.



12. HIPOTESIS

En la poslactancia se aumenta la morfologia de los islotes pancreaticos maternos, la secrecion de
la insulina, la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina a través del incremento en

suero de la hormona osteocalcina descarboxilada.

13. OBJETIVOS

Caracterizar los cambios morfoldgicos y de composicion celular, asi como los mecanismos que

acontecen en los islotes pancreaticos maternos durante las primeras dos semanas de poslactancia.

Objetivos particulares

Caracterizar en ratonas madre los cambios en la poslactancia sobre:

1. Morfometria de los islotes.

2. Porcentaje de proliferacion de los islotes.

3. Homeostasis de la glucosa.

4. Concentraciones séricas de insulina, osteocalcina y calcio ionizado.
5. Secrecidn in-vivo de insulina estimulada por glucosa.

6. Contenido de serotonina en el islote pancreético.

14. MATERIALES Y METODOS

Modelo animal y disefio experimental

Ratonas de la cepa C57BL/6NHHsd fueron mantenidas bajo ciclos de luz-obscuridad de 12
horas, y con libre acceso a agua y alimento durante todo el periodo experimental (Envigo 2019S,
Indianapolis, Indiana, USA), excepto en los periodos de ayuno. Los ratones fueron manejados de
acuerdo con los principios de cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO- 1999;

www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54050/), y en conformidad con los protocolos establecidos

por el Comité de Etica para la Experimentacion de Bioterio del Instituto de Investigacion de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54050/

Biomédicas y por el Comité de Etica para la Experimentacion Biomédica del Instituto Nacional
de Pediatria (Proyecto 031/2015).

Se formaron grupos de apareamiento colocando dos hembra de nueve semanas de edad y
un macho en una misma jaula durante tres dias. La revision y presencia del tapon vaginal en el
area genital de las hembras, se utiliz6 para confirmar el éxito de la copula, y aquellas hembras
que lo presentaban fueron colocadas en cajas separadas e individuales considerando el dia de
aparicion del tapon como el dia 0 de gestacion. Para la reconfirmacion de la gestacion, se
tomaron en cuenta el aumento de peso corporal y conductas de “nidacion” de las hembras. A
partir del dia de aparicion del tapén vaginal, el macho fue removido de la caja de cruza. Al dia
del parto, el nimero de crias en la camada fue ajustada a 4-6 por ratona lactante, y el resto de las
crias fueron anestesiados y sacrificados con Sevorane (Sevoflurane, Abbot Laboratories,
Mexico). Las muestras de tejidos y sangre se obtuvieron en el dia del destete (L21), un dia, tres,
siete y catorce dias después del destete, asi como un grupo de ratonas virgenes (pareadas segun la
edad del grupo experimental). Para la obtencién de las muestras, las ratonas fueron ayunadas 16
horas y anestesiadas con Sevorane previo a la obtencién de sangre y diseccion del pancreas.
Finalmente, se administré una dosis letal de Sevorane (Sevoflurane, Abbott Laboratories, Ciudad
de México, México). Las muestras bioldgicas fueron procesadas como se describe en los parrafos
siguientes (para la extraccién de sangre y pancreas). El peso corporal de las ratonas fue
monitoreado a lo largo del protocolo, desde el momento de su adquisicion hasta el dia de la

obtencidn de las muestras.

Inmunohistoquimica y analisis morfométricos

La fijacion del tejido pancreatico se realiz6 sumergiendo el tejido durante 6 horas en formalina-
amortiguada PBS al 4% a temperatura ambiente. Después, se deshidrataron en una serie de
concentraciones crecientes de etanol y xilol (etanol al 50°, 70°, 90°, 96° y 100°, etanol 100°/xilol
y xilol puro, 1h en cada uno). Para la inclusién de los tejidos, estos se embebieron en parafina
(Paraplast, Sherwood Medical Co.) durante una hora, y se montaron en cassettes histologicos
para la obtencion de cortes de 2 um de grosor. Finalmente, los cortes se colocaron en laminillas

tratadas con polilisina-L (Sigma-Aldrich),



Andlisis de insulina y glucagon en el islote

Para la deteccion de insulina y glucagon, las laminillas se desparafinaron y rehidrataron con una
serie de concentraciones de xilol y etanol en el orden inverso al utilizado en la deshidratacion: 4
min en cada dilucién y un lavado con PBS 1x por 5 min. Se realiz0 la recuperacion de antigeno
sumergiendo las laminillas en buffer de citratos (pH6) durante 20 min a 90°C. Luego, las
laminillas se permeabilizaron con suero normal de cabra al 1% y Triton X-100 al 0.3% durante
30 minutos, y se bloquearon con suero normal de cabra al 2%. Posteriormente, las laminillas
fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos: anticuerpo
policlonal de cobayo anti-insulina (1:100; Thermo Fisher Scientific # PA1-26938) o anticuerpo
monoclonal de ratén anti-glucagon (1:4000; Sigma # G 2654, St Louis Mo, USA), ambos
diluidos en PBS 1x con suero normal de cabra al 1%. Después de la incubacién, las laminillas se
lavaron 3 veces con PBS1x durante 3 minutos y se incubaron por 1 hora con sus respectivos
anticuerpos secundarios: anti- inmunoglobulina G (IgG) de cobayo conjugado con Alexa
Fluor488 (1:500) para la deteccion de insulina, y anti- inmunoglobulina G (IgG) de ratdn
conjugado con Cy3 (1:800) para la deteccion de glucagén (Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, USA). Las laminillas se lavaron tres veces con PBS1x durante 5
minutos, y los nucleos se tifieron con 4°, 6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma, St. Louis MO,
USA) durante 5 minutos para el conteo del nimero de células. Finalmente, las laminillas se
cubrieron con cubreobjetos montados con medio para montaje fluorescente (Dako).

El analisis morfométrico de los islotes se realizé en el pancreas total de cada raton usando cortes
longitudinales de un area de 43.8 + 1.42 mm?. Esto no permiti6 analizar todos los I6bulos que
conforman el péancreas de raton. El anélisis fue realizado por tres personas independientes
quienes desconocian el grupo experimental de estudio.

Para analizar el &rea y el numero de células de los islotes, se obtuvieron micrografias
utilizando un microscopio Olympus Olympus 1X71 (Tokyo, Japon) acoplado a una camara digital
(Olympus DP72, Shinjuku City, Tokyo, Japon) bajo una magnificacion de 20X. El éarea del
pancreas total se analizo a partir de imagenes obtenidas con un microscopio Olympus BX51-WI
acoplado a unidad de disco giratorio (DSU) (Shinjuku City, Tokyo, Japén), a 4X unida a una
camara Hamamatsu C9100 EM-CCD (Hamamatsu City, Japon). Todas las imagenes se
adquirieron utilizando los mismos pardmetros de configuracion para todas las laminillas.

El area de los islotes se obtuvo mediante analisis manual e individual de cada islote. Los

islotes con menos de 4 ndcleos fueron considerados como “cluster positivos a insulina”
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(Beamish et al., 2017; Montanya y Téllez, 2009). Para el conteo del area promedio de los islotes
se analizaron los islotes con mas de 4 nucleos (Beamish et al., 2017; Montanya y Téllez, 2009).
La fraccion (porcentaje) del area del islote fue determinado mediante la division de: la sumatoria
del area de todos los islotes en una seccion de pancreas, entre el area total de esa misma seccién
de pancreas, y multiplicando esta proporcion por 100 (Toselli et al., 2014). Para obtener la masa
del islote, se multiplicé la fraccion del islote por el peso del pancreas. Para el anélisis de la

distribucién del tamafio de los islotes, estos se clasificaron en tres categorias: islotes pequefios (<

10,000 pmz), islotes medianos (10,000-25,000 pmz) e islotes grandes (> 25,000pm2) (Vasu et al.,
2014). El resultado representa el promedio de 280-320 islotes de 3—4 cortes proveniente de 4-6

animales por cada grupo experimental.

Tamario y numero de células por islote

El area de las células alfa y células beta se determind mediante delimitacion manual del area
positiva a glucagén e insulina en cada uno de los islotes. EI nimero total de células alfa y celulas
beta se obtuvo al contabilizar el nimero de ndcleos positivos a DAPI. Para determinar el area
individual de las celulas alfa, el &rea de las células alfa se dividio entre el nimero de ndcleos
presentes en esta misma area positiva a glucagén. De igual forma, para el area individual
promedio de las células beta, el area de las células beta se dividid entre el nimero de nucleos
presentes en esta misma area positiva a insulina (Scaglia et al., 1995). El resultado representa el
promedio de 150-200 islotes tomados aleatoriamente de 2—3 cortes provenientes de 4-6 animales
por cada grupo experimental. Los andlisis morfométricos se obtuvieron con ayuda del programa
Image J 1.40 software (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD, USA).

Analisis de proliferacion celular

La proliferacion de los islotes se evalu6 mediante el andlisis de expresion nuclear de Ki67,
utilizando un sistema de deteccion con polimeros libre de biotina (Novolink Polymer detection
system Novocastra RE7260-CC, Leica, Wetzlar, Alemania). Las laminillas con cortes
pancreaticos de 2-um de grosor se desparafinaron, y se prosiguio con la recuperacion de antigeno
en una cdmara de presion con buffer de citratos a 121° C por 30 segundos. Se utiliz6 perdxido de

hidrogeno al 0.9% por 5 minutos para bloquear la actividad enddgena de la peroxidasa. Después,



las laminillas se incubaron con anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki67 (1:100 clone Sp6
BioCare, Pacheco, CA, USA) por 45 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
laminillas se lavaron e incubaron con anti-inmunoglobulina G (IgG) de conejo conjugado HRP
por 10 minutos a temperatura ambiente. Células positivas a Ki67 se detectaron utilizando
solucion de 3, 3'-diaminobenzidina (BioCare, Pacheco, CA, USA) por 5 minutos, y contrastado

con hematoxilina.

Curvas de tolerancia a la glucosa, curvas de tolerancia a la insulina y secrecion de insulina
durante la prueba de tolerancia a la glucosa
Todas las curvas de tolerancia a la glucosa y tolerancia a la insulina, se realizaron entre las 9:00
am-10:30 am. Para la prueba de tolerancia a la glucosa, los ratones se mantuvieron en ayuno toda
la noche (16 h) antes de la prueba. y se les administr6 glucosa intraperitoneal a una dosis de 2
g/kg peso corporal. Se midieron las concentraciones de glucosa sanguinea antes de la inyeccion,
y a los 15, 30, 60 y 120 minutos posteriores a la inyeccion, y recolectando una gota de sangre de
la punta de la cola (Glucometro Abbott Freestyle Optium, Ciudad de México, México). Para el
analisis de la secrecién de insulina in-vivo, se colectaron muestras de sangre de la vena de la cola
para la medicion insulina en suero durante la prueba de tolerancia a la glucosa. Se analizé la
insulina antes de la inyeccion de glucosa (tiempo 0), y a los 5, 20, 30 y 60 minutos posteriores a
la inyeccion (Lazo de la Vega et al., 2013).

Para la prueba de tolerancia a la insulina, los ratones tuvieron acceso ad libitum de alimento
y agua hasta el inicio de la prueba. Las concentraciones de glucosa se midieron en muestras de
sangre de la cola antes de la inyeccion intraperitoneal (tiempo 0), y a los 15, 30 y 60 minutos
posteriores a la inyeccion de 1 1U/kg de peso de insulina regular humana (Eli Lilly, Ciudad de
México, México). Las concentraciones de glucosa se determinaron usando un glucometro
(Glucémetro Abbott Freestyle Optium, Ciudad de México, México). El éarea bajo la curva

(AUCs) se determiné utilizando el software Prism version 7 (GraphPad Software Inc.).

Cuantificacién de insulina, osteocalcina y calcio ionizado.

Las muestras de sangre se obtuvieron en los dias correspondientes mediante puncién cardiaca y
se colectaron en tubos de polipropileno con 5 ul de heparina y 5ul de inhibidor de proteasas
Complete® (Roche). Los tubos se centrifugaron a 10000 x rpm durante 10 min a 4°C. Posterior a

la centrifugacion, el suero se colecto y almaceno a -70° C hasta su uso.



Las concentraciones de insulina se cuantificaron mediante ensayo ELISA, usando el de kit
ALPCO (ALPCO Catalogo Numero 80-INSRT-EQ, Salem. NH, USA). El limite de deteccion fue
de 0.124 ng/mL.

La osteocalcina descarboxilada se cuantifico usando un kit ELISA de alta sensibilidad
para Glu-osteocalcina de raton (TAKARA BIO INC. Cat. # MK129, Kusatsu, Shiga Prefecture,
Japon) con limite de deteccidn fue de 0.25 ng/mL.

El calcio ionizado se determind por ensayo colorimétrico con el Kit QuantiChrom
Calcium (DICA-500) (BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) con limite de deteccion de 0.08
mg/dl. Todas las cuantificaciones se realizaron siguiendo las especificaciones de cada kit de
ELISA. Las absorbancias se midieron usando un lector de placas de multiple deteccion, Synergy
HT BioTek (Winooski, Vermont, USA).

Analisis de serotonina en el islote

El contenido de serotonina en cada islote fue analizado en laminillas con corte de 2-um de grosor
de pancreas mediante su deteccion por inmunofluorescencia, utilizando el método descrito
anteriormente. Las laminillas fueron incubadas toda la noche a 4°C con anticuerpo policlonal
anti-5-HT (Serotonina) de conejo (1:1000 InmunoStar, #20080, Dublin, Ohio, USA).
Posteriormente, las laminillas se lavaron e incubaron con el anticuerpo anti-inmunoglobulina G
(IgG) de conejo conjugado con Alexafluor594 (1:500) (Jackson Immuno Research Laboratories,
West Grove, PA, USA). El nimero de células positivas a serotonina se expres6 como el

porcentaje respecto al nimero total de células en el islote.

Andlisis estadistico

Los datos representan la media + ES. La letra “n” representa el nimero de muestras o sujetos
evaluados. Los datos se analizaron por medio de una prueba de ANOVA de una via con una
prueba post hoc para analisis maltiple. El analisis estadistico se realizo utilizando el software
GraphPad Prism version 7. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron como

estadisticamente significativos.



15. RESULTADOS

Cambios en el peso corporal y el peso del pancreas materno durante la poslactancia.

A partir del dia del cese de la lactancia, y durante los primeros catorce dia de poslactancia, el
peso corporal materno no presentd diferencias significativa entre el grupo control-edad virgen
(control=23.4 + 0.36 g), el grupo al dia del destete (PLO= 24.4 £+ 0.48 g), y los grupos de ratonas
de uno, dos, tres, siete y catorce dias de poslactancia ( PL1=24.1 + 0.47 g; PL3=23.8 £+ 0.32 g;
PL7=23.4+0.36 gy PL14=24.6 £ 0.33 g) (Figura 9A). El peso del pancreas tampoco presento
diferencias significativas entre las ratonas al final de la lactancia (PLO= 389 + 24.7 mg), y los
grupos de ratonas de uno, dos, tres, siete y catorce dias de poslactancia (PL1= 375 + 15.0 mg;
PL3= 371+ 20.5mg; PL7=394 £ 21.5 mgy PL14= 421 + 17.3 mg) y el grupo de ratones control
(control=357 = 33.0 mg) (Figura 9B).
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Figura 9. Peso corporal total y peso de pancreas. Panel A: Los puntos individuales en cada barra
representa el peso corporal de cada raton analizado. Las barras representan la media £ ES de 12-14
ratones por cada grupo experimental. Panel B: Los puntos individuales en cada barra representa el peso
del pancreas de cada raton analizado. Las barras representan la media + ES de 4-5 ratones por cada grupo
experimental.

Cambios en la morfometria y morfologia de los islotes maternos durante la poslactancia

Area de los islotes pancreaticos materno
Para determinar si el ambiente hormonal y fisiologico de la poslactancia modifica la morfologia

de los islotes materno, se analiz6 y comparé el area promedio de los islotes al dia del destete



(PLO) y uno, tres, siete y catorce dias de poslactancia (PL1, PL3, PL7, and PL14) comparado con
el grupo control. Como se muestra en la Figura 10A y 10B, la morfometria del islote se modificd

durante la poslactancia. No se observaron diferencias entre el area promedio del islote al final de

2 2
la lactancia (PL0=8,598 + 729um ) y el grupo control (control=8,361 + 625 um ). Sin embargo,

se observo un incremento significativo y gradual en el area promedio de los islotes al dia uno
2 2
(PL1=12,239 + 819 pum ) y al dia tres (PL3=15,102 = 986 um ) de poslactancia. Posteriormente
2
de este incremento, el tamafio de islote disminuy6 gradualmente (PL7=11,017 + 829 um ) (p <

2
0.05) hasta alcanzar al dia catorce de poslactancia (PL14=8,250 + 909 um ), un area comparable
a lo encontrado en el grupo control y al final de la lactancia (Imagenes representativas de los

islotes se muestran en la figura 10B).
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Figure 10. Morfometria de los islotes pancreéaticos. Panel A: Los puntos individuales en cada barra
representa el area de cada islote analizado. Las barras representan la media + ES de 280-320 islotes de 4—
6 ratones para los grupos control virgen (C), dia del destete (PL0), y dia 1 (PL1), tres (PL3), siete (PL7),y
catorce (PL14) de poslactancia. * p < 0.05; ** p < 0.005; ***p<0.0005 comparado con el grupo control.
Panel B: Iméagenes representativas de cortes de pancreas tratados con anticuerpo para insulina (verde) y
glucagon (rojo) en ratones control (C), dia del destete (PLO), y dia 1 (PL1), tres (PL3), siete (PL7), y
catorce (PL14). La escala equivale a 50 um.

Distribucion de frecuencia de area en los islotes maternos



El anélisis de distribucién en la frecuencia de area de los islotes revel6 que, comparado con el

grupo control y el grupo al dia del destete, al dia uno y tres dias de poslactancia la proporcién de

2 2
islotes pequefios (<10,000 pm ) disminuyd, y la proporcion de islotes grandes (>25,000 um ) se
incrementd de manera significativa. Al dia catorce de poslactancia, la frecuencia de islotes
pequefios y grandes retornaron a los observados al dia del destete y en el grupo control. No se

encontraron diferencias significativas en las distribuciones de los islotes de tamafio mediano

(10,000-25,000 um’) (Figura 11A).

Fraccion del area de los islotes pancreéticos materno

Al dia del destete, la fraccion del islote no present6 diferencias significativas comparado con lo
observado en el grupo control (control=0.42 = 0.058 %; PL0=0.46 £+ 0.031 %). No obstante, al
dia uno y tres de poslactancia, se observd un incremento significativo (p<0.005) en la fraccion
del islote (PL1=0.70 + 0.09 %; PL3=0.69 *+ 0.062 %); mismo que retorn6 de manera paulatina a
lo observado en el dia del destete, hasta el dia catorce de poslactancia (PL7=0.58 = 0.066 %,
PL14=0.44 + 0.046 %) (Figura 11B).

Masa de los islotes pancreaticos materno

Al final de la lactancia la masa del islote tampoco present6 diferencias significativas comparada
con lo observado en el grupo control (control= 1.47 + 0.185 mg; PLO= 1.64 £+ 0.101 mg). Al dia
uno y tres de poslactancia se increment6 de manera significativa la masa del islote (p<0.05)
(PL1= 258 £ 0.329 mg; PL3= 2.62 + 0.236 mg), y subsecuentemente se presentd una
disminucién (PL7= 2.18 + 0.257 mg) hasta alcanzar al dia catorce de poslactancia la masa
encontrada al dia del destete (PL14=1.75 £ 0.160 mg) (Figura 11C).
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Figure 11. Morfometria de los islotes pancreéaticos. Panel A: Los puntos individuales en cada barra
representan la distribucién de frecuencia (porcentaje) de los islotes en cada laminilla (corte) de pancreas.
Las barras representan la media £ ES de 9-15 cortes de pancreas por grupo experimental del total del
namero de islotes analizados. Control (barra blanca), dia del destete (barra negra) y dias de poslactancia:
dia uno (azul), tres (rojo), siete (morado) y catorce (verde). Panel B: Los puntos individuales en cada
barra representan la fraccion del islote en cada laminilla (corte) de pancreas en el grupo control (C), al dia
del destete (PLO) y al dia uno (PL1), tres (PL3), siete (PL7) y catorce (PL14) de poslactancia. Las barras
representan la media + ES de 9-15 cortes de pancreas por grupo experimental. Panel C: Los puntos
individuales en cada barra representan la masa del islote por cada raton en el grupo control (C), al dia del
destete (PLO) y al dia uno (PL1), tres (PL3), siete (PL7) y catorce (PL14) después de finalizada la
lactancia. Las barras representan la media = ES de 9-10 ratones por grupo experimental. * p < 0.05; ** p
< 0.005; *** p <0.0005 comparado con el control.

Cambios en la composicion de células alfa y células beta en los islotes maternos durante la

poslactancia



Numero de células beta en los islotes maternos

Nuestros datos revelaron que, a partir del primer dia de poslactancia, el nimero de células beta se
incrementd paulatinamente (PL1=100 + 8.52 celulas beta /islote; P<0.005) hasta alcanzar su
nimero maximo al tercer dia de poslactancia (PL3=118 + 10.9 células beta /islote; P<0.0005). Al
dia siete de poslactancia (PL7=83.6 + 8.56 células beta/islote), se inicié una disminucion en el
numero de células beta, hasta alcanzar al dia catorce de poslactancia los valores observados al dia
del destete (PL14=62 + 6.91 células beta /islote; PL0=64.4 + 6.45 células beta /islote). No se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo al dia del destete (Control
= 66.4 + 5.68 células beta /islote) (Figura 12A).

Tamano individual de las células beta en los islotes maternos

A partir del dia del destete se observ6 un incremento significativo en el tamafio de las células beta

2 2
comparado con el grupo control-edad (control=86.6 + 2.61 pum ; PL0O=100 £ 2.2 um ). La

expansion méaxima en el tamafio de las células beta se alcanz6 al dia tres de poslactancia

2
(PL3=120 + 2.9 um ). Contrario a la mayoria de los datos examinados, los cuales regresan a los

niveles observados en el grupo control, el incremento en el tamafio de las células beta persistid

2 2
hasta el dia catorce de poslactancia (PL7= 114 £2.92 um ; PL14=113 £ 3.01 um ) (Figura 12B).

Numero de células alfa en los islotes maternos

La comparacién en el numero de células alfa en el islote entre el grupo control y los diferentes
grupos de poslactancia, mostraron una disminucién de manera significativa (P<0.0005) desde el
dia del destete, y permanecidé de esta manera a lo largo de los catorce dias de poslactancia
(control=14.6 + 1.26; PL0=7.40 £ 0.69; PL1=10.9 £ 1.05; PL3=9.35 * 0.95; PL7=10.7 * 1.40;
PL14=8.05 + 1.14 células alfa/islote) (Figura 12C).

Tamano individual de las células alfa en los islotes maternos

El tamafio individual promedio de las células alfa entre los grupos control virgen, el grupo al dia

2 2
del destete (control=77.3+ 3.86 um ; PLO= 79.9 + 3.79 um ) y a lo largo de catorce dias de



poslactancia, no presentaron diferencias significativas (PL1= 80 + 2.86; PL3=84.7 + 3.77; PL7=

2 2
84.4 £33 um , PL14=72.6 + 3.6 ym ) (Figura 12D).
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Figura 12. Composicién de los islotes pancreaticos. Panel Ay B: Los puntos individuales en cada barra
representan el numero de células beta por islote y el area de las células beta individual por islote
respectivamente. Panel C y D: Los puntos individuales en cada barra representan el nimero de células alfa
por islote y el area de células alfa individual por islote respectivamente. Las barras representan la media +
ES de 150-200 islotes tomados de manera aleatoria, provenientes de 2-3 laminillas por animal de 4-6
ratones por cada grupo experimental. Grupo control virgen parado en edad (barra blanca), dia del destete
(PLO), y dia uno (PL1), tres (PL3), siete (PL7), y catorce (PL14) de poslactancia. *p < 0.05; ** p < 0.005;
*** p <0.0005 comparado con el control.

Cambios en la proliferacion de los islotes maternos durante la poslactancia

Como se muestra en las figuras 13A y 13B, nuestro estudio reveld que el porcentaje de

proliferacion celular, analizado a través del conteo de células positivas a Ki67, fue



significativamente mayor (P< 0.005) desde el dia del destete (PL0=1.48 + 0.18 %) comparado
con el grupo control (control=0.66 + 0.091 %). Este incremento en el porcentaje de proliferacion
se mantuvo elevado al dia uno y tres de poslactancia (PL1=1.35 * 0.24%; PL3=1.23 + 0.18 %).
En el dia siete y catorce de poslactancia, el porcentaje de proliferacion decay6 subitamente a
valores inferiores a los observados en el grupo control (PL7=0.47 + 0.088 %, p>0.05))
(PL14=0.33 + 0.083 %; P<0.05). Al observar que la proliferacion celular se encontraba
incrementada desde el dia del destete, y debido de que los cambios en el islote se observan a los
pocos dias de poslactancia (entre el dia 1 y 3 de poslactancia), decidimos analizar también el
porcentaje de proliferacién pocos dias antes de iniciar el destete. Para este trabajo decidimos
analizar la proliferacion del islote dos dias antes del destete (dia 19 de lactancia). Nuestro estudio
revel6 que la proliferacion se encontraba también incrementada al dia 19 de lactancia (L19=1.50
+ 0.18%), y que estos valores fueron similares a los encontrados al dia del destete, asi como al dia

uno y tres de poslactancia.
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Figura 13. Proliferacion celular en los islotes pancreaticos. Panel A: Los puntos individuales en cada
barra representa el porcentaje de células positivas a Ki67 por cada islote analizado. Las barras representan
la media £ ES de 4-5 ratones por cada grupo experimental. Grupo control virgen parado en edad (barra
blanca), dia diecinueve de lactancia (L19), dia del destete (PLO), y dia uno (PL1), tres (PL3), siete (PL7),
y catorce (PL14) de poslactancia. * p < 0.05; ** p < 0.005; *** p <0.0005 comparado con el control.
Panel B: Iméagenes representativas de células positiva a Ki67 en el ntcleo del islote pancreético. La flecha
roja indica nucleos positivos a Ki67 (color marrén). La escala equivale a 50 um.

Cambios en la homeostasis de la glucosa materna durante la poslactancia

Concentracion de glucosa en sangre

Debido a que el incremento en el tamafio de los islotes pancreéaticos esta relacionado con cambios
en la homeostasis de la glucosa (Baeyens et al., 2016), se analizd la homeostasis de la glucosa
durante la poslactancia. Las concentraciones de glucosa en ayuno no difirieron entre los ratones
control, al dia del destete, y al dia uno, siete y catorce de poslactancia. Sin embargo, al dia tres de
poslactancia se observo un incremento significativo (P<0.05) de la glucosa en ayuno comparado
con el grupo control (Figura 14A). No encontramos diferencias significativas en los niveles de
glucosa sanguinea en ratones no-ayunados entre los diferentes grupos experimentales (Figura
14B).
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Figura 14. Concentraciones de glucosa en sangre en condiciones de ayuno y no-ayuno. Panel A: Los
puntos individuales en cada barra representan la concentracion de glucosa en sangre en condicién de
ayuno por cada raton. Las barras representan la media + ES de 10-12 ratones por cada grupo experimental.
Panel B: Los puntos individuales en cada barra representa la concentracion de glucosa en sangre en
condicién de no-ayuno por cada raton. Las barras representan la media + ES de 10-12 ratones por cada
grupo experimental. Grupo control virgen parado en edad (barra blanca), dia del destete (PLO), y dia uno



(PLY), tres (PL3), siete (PL7), y catorce (PL14) de poslactancia * p < 0.05; ** p < 0.005; *** p <0.0005
comparado con el control.

Tolerancia a la glucosa

El andlisis de las curvas de glucosa revel6 un incremento en la tolerancia a la glucosa en el grupo
de ratonas al dia del destete, asi como los grupos del dia uno, tres y siete de poslactancia,
comparados con el grupo control. Al dia catorce de poslactancia, se presentd una recuperacion en
la tolerancia a la glucosa a valores similares a los encontrados en el grupo control (Figura 15A).
Los promedios del area bajo la curva en los diferentes grupos experimentales fueron:
control=184.9 + 6.34; PL0=193 + 17.8; PL1=209 + 4.57; PL3=223 + 5.2; PL7=182 + 5.6;
PL14=199 + 5.4 unidades arbitrarias (Figura 15B).

Curva de tolerancia a la insulina

El analisis del area bajo la curva en las pruebas de tolerancia a la insulina no revel6 diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo de ratonas al dia del destete (Control=185 + 6.34
unidades arbitrarias; PL0=193 + 5.64 unidades arbitrarias; p>0.05). Sin embargo, a partir del dia
uno de poslactancia, se observé una disminucion gradual en la sensibilidad a la insulina hasta
alcanzar su valor maximo a los tres dias de poslactancia (PL1=209 + 4.58; PL3=223 + 5.20
unidades arbitrarias). A partir del dia siete de poslactancia, los valores de las curvas de tolerancia
a la insulina retornaron a los valores observados en el grupo control (PL7=182 + 5.68; PL14=199
* 5.43 unidades arbitrarias) (Figura 15C y 15D).

Cambios en la insulina basal y secrecion in-vivo de insulina materna durante la
poslactancia

Con el fin de determinar cémo el entorno fisioldgico de la poslactancia modifica la secrecién de
la insulina, analizamos la secrecion de insulina in vivo durante la curva de tolerancia a la glucosa.
Los datos revelaron un incremento en la concentracion de la insulina en suero en respuesta a la
glucosa al dia tres de poslactancia (Figura 15E y 15F). No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos control, al dia del destete y al dia uno y catorce de poslactancia. Al

dia siete de poslactancia, se encontré una reduccién en la secrecion de insulina estimulada por



glucosa, y el cual coincide con la mayor sensibilidad de insulina observada durante la prueba de
tolerancia a la insulina (Figura 15F).

El andlisis de la concentracion de insulina en suero en condiciones de ayuno, revelé un
incremento del 27% al dia tres de poslactancia comparado con el grupo control (Control=49.34 +
2.72 pmol/L, PL3=62.87 £ 5.33 72 pmol/L; p<0.05) (Figura 15 G).
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Figura 15. Pruebas de tolerancia a la glucosa e insulina, y secrecion in-vivo de insulina. Panel A:
Concentracion de glucosa en sangre durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Panel B:
Los puntos individuales en cada barra representa el area baja la curva de la prueba de tolerancia a la
glucosa intraperitoneal en cada raton. Las barras representan la media £ ES de 9-12 ratones por cada
grupo experimental. Panel C: Porcentaje de glucosa respecto al basal (minuto 0) durante la curva de
tolerancia a la insulina. Panel D: Los puntos individuales en cada barra representa el area baja la curva de
la prueba de tolerancia a la insulina en cada raton. Las barras representan la media + ES de 10-14 ratones
por cada grupo experimental. Panel E: Concentracion de insulina durante la prueba de tolerancia a la
glucosa. Panel F: Los puntos individuales en cada barra representa el area baja la curva de la de la
concentracion de insulina durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal por ratén. Las barras
representan la media + ES de 4-6 ratones por cada grupo experimental. Panel G: Los puntos individuales
en cada barra representa la insulina en ayuno en cada raton. Las barras representan la media £ ES de 6-8
ratones por cada grupo experimental. Grupo control virgen parado en edad (barra blanca), dia del destete
(PLO), y dia uno (PL1), tres (PL3), siete (PL7), y catorce (PL14) de poslactancia. * p < 0.05; ** p < 0.005;
*** n <0.0005 comparado con el control.

Cambios en la concentracién de osteocalcina descarboxilada en suero materno durante la

poslactancia



El efecto fisioldgico de la remineralizacion Gsea después de la lactancia, y el reconocimiento de
una comunicacion hormonal entre las células beta y el hueso a través de la osteocalcina
descarboxilada, nos dieron la pauta para investigar los niveles de esta hormona a lo largo de los
catorce dias de poslactancia. Comparado con el grupo control (control=1.97 + 0.16 pg/L), no se
observo diferencia significativa (P>0.05) en la concentracion de la hormona al dia del destete
(PLO=2.82 + 0.25 pg/L). Sin embargo, observamos un incremento significativo en la
concentracion de osteocalcina descarboxilada a partir del dia uno de poslactancia, alcanzando su
nivel maximo al tercer dia de poslactancia (PL3=4.47 + 0.68 ug/L; p<0.0005). Después del dia
tres de poslactancia, se obervé un descenso en la concentracion de osteocalcina hasta alcanzar al
dia siete y catorce de poslactancia las concentraciones encontradas en el grupo control (PL7=2.38
+ 036 ng/L; PL14=2.32 + 0.27 pug/L). Debido a que: 1) la osteocalcina descarboxilada incrementa
la proliferacién de las células beta y 2) que nuestro estudio reveld un incremento en la
proliferacion del islote tiempo antes del destete; se cuantificaron los niveles de osteocalcina
descarboxilada dos dias antes de finalizada la lactancia. Los datos revelaron que al dia diecinueve
de lactancia, los niveles de osteocalcina descarboxilada (L19=1.63 + 0.14 ug/ml) no presentan

diferencias significativas comparado con el grupo control (Figura 16A).

Cambios en la concentracion de calcio en suero materno durante la poslactancia

Debido a que el destete esta asociado con una hipercalcemia transitoria (Ardeshirpour et al.,
2007; Kovacs, 2016), investigamos la concentracion de calcio en suero al dia diecinueve de
lactancia, al dia del destete, y durante los catorce dias de poslactancia. Comparado con el grupo
control, se observo un incremento moderado en la concentracion de calcio circulante a partir del
dia diecinueve de lactancia y hasta al dia uno de poslactancia (control = 2.21 + 0.03 mmol/L; L19
=2.63+£0.12; PLO = 2.63 £ 0.09; PL1 = 2.53 + 0.10 mmol/L; p < 0.05). Al dia tres y siete de
poslactancia, se observo un descenso en la concentracion de calcio (PL3 = 2.33 £ 0.07; PL7 =
2.29 £ 0.07); y un posterior incremento al dia catorce de poslactancia (PL14 = 2.52 + 0.08
mmol/L; p < 0.05) (Figura 16B).
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Figura 16. Concentracién de osteocalcina descarboxilada y calcio ionizado en suero. Panel A: Los
puntos individuales en cada barra representa la concentracion de osteocalcina en cada ratén. Las barras
representan la media = ES de 5-8 ratones por cada grupo experimental. Panel B: Panel A: Los puntos
individuales en cada barra representa la concentracion de calcio ionizado en suero en cada raton. Las
barras representan la media £ ES de 10-12 ratones por cada grupo experimental. Grupo control virgen
parado en edad (barra blanca), dia diecinueve de lactancia (L19), dia del destete (PLO), y dia uno (PL1),
tres (PL3), siete (PL7), y catorce (PL14) de poslactancia. * p < 0.05; ** p < 0.005; *** p <0.0005
comparado con el control.

Cambios en el contenido de serotonina en las células beta materna durante la poslactancia

La serotonina es una molécula producida localmente en los islotes pancreéticos, y participa en la
proliferacion de las células beta y la secrecion de insulina durante la gestacion (Kim et al., 2010).
Por lo anterior, se analiz6 el contenido de serotonina en los islotes durante los catorce dias de
poslactancia. Adicionalmente, como control positivo se incluy6 un grupo de ratonas que tenian
catorce dias de gestacion, asi como un grupo del dia diecinueve de lactancia, este Gltimo debido a
que en este dia la proliferacion del islote se encontrd incrementada también. Como se muestra en
la Figura 17A y B, los islotes en el grupo control no presentaron células positivas a serotonina,
en contraste con el grupo de ratonas gestantes los cuales presentaron un abundante contenido de
serotonina. El porcentaje de células positivas a serotonina en el islote disminuy6 notablemente a
partir del dia diecinueve de lactancia (L19 = 8.04 + 0.64%; p < 0.0005), y alin mas a partir del dia
del destete (PLO = 3.11 £ 0.45; PL1 = 1.10 + 411 0.37; PL3 = 0.80 £ 0.26; PL7 = 0.11 £ 0.076;
PL14 = 0.035 £ 0.035; p < 0.0005).
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Figura 17. Contenido de serotonina en el islote pancreatico. Panel A: Los puntos individuales en cada
barra representa el porcentaje de células beta positivas a serotonina por islote. Las barras representan la
media £ ES de 46-60 islotes provenientes de 3 ratonas por cada grupo experimental. * p < 0.05; ** p <
0.005; *** p <0.0005 comparado con el grupo control. Panel B: Imagenes representativas del contenido
de serotonina en los islotes pancraticos tefiidos para insulina (verde) y serotonina (rojo) de ratones control
(C), dia catorce de gestacion (+Control), dia diecinueve de lactancia (L19), dia del destete (PLO0), dia 1
(PL1) y dia tres (PL3) de poslactancia. La escala equivale a 50 pm.



16. DISCUSION

Durante la gestacion y lactancia, las modificaciones hormonales maternas participan en los
cambios metabodlicos y morfoldgicos acontecidos en diversos tejidos para favorecer el desarrollo
y el crecimiento del infante. Estos cambios se revierten durante la poslactancia, periodo en el cual
se presentan nuevos cambios hormonales y metabdlicos que favorecen una rapida
remineralizacion Osea e involucion de las glandulas mamarias (Canul y Fernandez, 2019; Jena
etal.,, 2019; Kovacs, 2016). De igual manera, durante la gestacion y lactancia, se presentan
modificaciones en la homeostasis de la glucosa y masa de las células beta (Baaziz y Curry, 1993;
Baeyens et al., 2016; Burnol etal., 1986, 1987; Marynissen et al., 1983, 1985; Nielsen, 2016;
Rieck y Kaestner, 2010). Sin embargo, hasta la fecha se desconocia la existencia de cambios en la
morfologia de los islotes pancreaticos maternos y la homeostasis de la glucosa durante la
poslactancia.

Para resolver esta incognita, el presente estudio reporta por primera vez que los islotes
pancreaticos maternos y la homeostasis de la glucosa, atraviesan por cambios en el periodo de
poslactancia.

Nuestros datos demostraron un rapido crecimiento en los islotes materno, a partir del
primer dia de poslactancia y alcanzando su maximo tamarfio al tercer dia de poslactancia, para
después regresar a sus valores iniciales. Al dia del destete, no se observaron cambios
significativos en el tamafio de los islotes comparado con el control. Este resultado corrobora un
estudio realizado en ratas a lo largo de 21 dias de lactancia, en el cual tampoco observaron
cambios en el area de los islotes maternos al final de la lactancia comparado con el grupo control
(Marynissen et al., 1983). Al cabo de un dia de poslactancia, nuestro estudio revel6 que: el area
del islote, la fraccion y masa del islote, y el numero de células beta, se incrementaron
aproximadamente en un 50%. Al tercer dia de poslactancia, observamos un aumento en el area
del islote materno producido por un incremento en el nimero y tamafio de las células beta. El
area de las células alfa también presentd un ligero incremento (6%), pero el nimero de estas
células se vio disminuido.

El incremento en el tamario del islote materno durante la poslactancia, es comparable con el
aumento que ocurre en el islote materno durante la gestacion (Huang et al., 2009). Tal como

sucede durante la gestacion, tanto la hiperplasia como la hipertrofia participan en la expansion del



islote materno durante la poslactancia (Dirice et al., 2019; Huang et al., 2009; Quesada et al.,
2020; Xu et al., 2015a).

Después del tercer dia de poslactancia, encontramos que el area del islote, fraccion, masa,
distribucién del tamafio de los islotes y el nimero de células beta regresaron progresivamente a
los valores observados en el grupo control. Sin embargo, dos de los pardmetros que no retornaron
a sus niveles basales fueron: el tamafio de la células beta el cual permaneci6 incrementado por
sobre el control, y el namero de células alfa por islote, que permanecieron por debajo del grupo
control. Es interesante resaltar que, tanto el tamafio de las células beta y el nimero de células
alfa, se observaron modificados desde el dia del destete, lo cual indica que estos dos pardmetros
fueron modificados desde la lactancia y/o gestacion. En apoyo a esta posibilidad, se encuentra el
hecho de que el tamafio de las células beta también estd incrementado durante la lactancia
(Drynda et al., 2015). Ademaés, de manera normal el tamafio de la células beta atraviesa por un
constante y paulatino incremento (hipertrofia) a lo largo del ciclo de vida en roedores (Montanya
et al., 2000). Por otro lado, reduccién en el tamafio de las células beta (atrofia), se asocia con
efectos negativos en la secrecién de insulina, (Giordano etal., 1993), tal como ocurre en la
diabetes tipo 2 o0 en animales tratados con estreptozotocina (Pirmoradi etal., 2016). Por lo
anterior, era poco probable encontrar una reduccion en el tamafio de las células beta (atrofia)
durante la poslactancia. No tenemos una explicacion sencilla respecto al menor nimero de
células alfa encontrado durante la poslactancia, incluso durante la gestacion aun existen
controversias sobre modificaciones tanto en el nimero como en el tamafio de las células alfa
(Huang et al., 2009; Quesada et al., 2020; Xu et al., 2015b). Podemos mencionar que este menor
namero de células alfa durante la poslactancia, probablemente no se debe a un incremento en la
apoptosis de las células alfa, ya que su tasa de apoptosis es muy baja gracias a su alta resistencia
al estrés metabolico (Nielsen et al., 2016; Quesada et al., 2020). Otra posibilidad podria ser que la
disminucién en el numero de células-alf se deba a que estas células contribuyen en la expansion
de las células beta por un proceso de transdiferenciacion. Aunque el principal mecanismo que
incrementa la masa de las células beta es la proliferacion celular, algunos estudios sugieren que
cerca del 10-25% de las células beta podrian surgir de otra células diferentes a las células beta
(Abouna et al., 2010; Banerjee, 2018). De lo que si estamos seguros, es que las modificaciones

observadas en células alfa durante la poslactancia, son el resultado de una remodelacion ocurrida



durante la lactancia. Por todo lo anterior, seria interesante analizar los posibles cambios
morfoldgicos y de composicion celular que podrian estar ocurriendo en los islotes maternos
durante la lactancia, en especial durante la segunda mitad de lactancia. Ademas, seran necesario
estudios en dias posteriores a las dos semanas de poslactancia, para determinar si el incremento
en el tamafio de las células beta y la disminucién en el numero de células alfa durante las
primeras dos poslactancia, son modificaciones permanentes o regresan a su estado basal. Aunque
por lo mencionado anteriormente, al menos en lo que respecta al tamafio de las células beta, es

poco probable que este regrese a su estado basal.

Nuestros datos revelaron un incremento en la proliferacion del islote dos dias antes de
finalizada la lactancia. Este efecto, sumado a las modificaciones en el nimero de las células alfa
y el tamafio de las células beta desde el dia destete sugieren que, durante la lactancia, acontecen
una serie de eventos que preparan o condicionan al islote materno para enfrentar los cambios de
la poslactancia. Este hecho asemeja al incremento que ocurre en la replicacion e hipertrofia de las
celulas beta durante los primeros dos-tercios de la gestacion (Baeyens etal., 2016; Rieck y
Kaestner, 2010), los cuales anteceden al incremento metabdlico y de expansion en la masa del
islote que ocurre en el Gltimo tercio de la gestacion (Baeyens et al., 2016; Rieck y Kaestner,
2010). De manera similar a lo observado en ratas, durante la involucién de la masa del islote
materno durante los primeros dias de la lactancia (Scaglia et al., 1995), nuestros resultados
revelan que después de que el islote alcanza su maxima expansion en la poslactancia, la
proliferacion del islote disminuye por debajo de los valores observados en el grupo control. Esto
demuestra las similitudes que existen entre los cambios ocurridos durante la gestacion y en el

periodo de poslactancia.

Los cambios observados en los islotes maternos durante los primeros tres dias de
poslactancia, estan acompariados por un decremento gradual en la sensibilidad a la insulina y un
incremento en la secrecion de insulina estimulada por glucosa, lo cual indica que, durante los
primeros tres dias de poslactancia, se presenta un periodo de resistencia a la insulina materna. Es
importante mencionar que, de manera normal, los tejidos que contribuyen a la mayor captacion
de glucosa después de un incremento en su concentracion en sangre son: entre un 30-35% el

musculo esquelético, 5-10% por el tejidos adiposo y un 9% el higado (Curtis-Pcior et al., 1969).



Por lo anterior, es probable que uno, o varios de estos tejidos puedan estar participando en la
resistencia a la insulina ocurrida durante los primeros dias de poslactancia. Sin embargo, a pesar
de estos cambios, los niveles de glucosa durante la prueba de tolerancia a la glucosa se
mantuvieron por debajo del grupo control a lo largo de la poslactancia. La coexistencia de
resistencia a la insulina e incremento en la tolerancia a la glucosa, es un suceso que también ha
sido documentado durante la etapa final de la gestacion (20 dias) en ratas, como un mecanismo
que permite mantener niveles éptimos de glucosa en sangre para poder ser utilizada de manera
intensa por el feto (Carrara et al., 2012). Nuestros resultados sugieren que durante la poslactancia,
también se lleva acabo una intensa utilizacion de glucosa a pesar de la resistencia a la insulina. Es
muy probable que la disminucion en la concentracion de glucosa, observada en nuestras pruebas
de tolerancia a la glucosa durante la poslactancia, se deban a una abundante captacion de glucosa
por parte del hueso. En apoyo a esta posibilidad, se ha reportado que a partir del dia de destete, se
inicia una rapida e intensa fase anabolica en el hueso caracterizada por un incremento en cantidad
de osteoblastos (Miller etal., 2005). Ademas, se tiene documentado que la glucosa es una
importante fuente de energia para la remineralizacion del hueso, y es esencial para la
diferenciacion de los osteoblastos y formacion de colageno (Esen et al., 2013; Lecka-Czernik y
Rosen, 2015; Miller et al., 2005; Nichols y Neuman, 1987; Wei et al., 2015). Asi mismo, se ha
reportado que la glucosa es captada avidamente por los osteoblastos independientemente de la
insulina a traves del transportador GLUT1 (Wei et al., 2015), y que a su vez, también favorece la
expresion de la hormona osteocalcina en el hueso (Takeno etal., 2018; Wei etal., 2015);
hormona que en su forma descarboxilada promueve la proliferaciéon de las células beta
pancreaticas (Ferron et al., 2008b, 2010b; Lacombe et al., 2013; Zoch et al., 2016).

El analisis de la concentracion de osteocalcina descarboxilada en suero, reveld que al dia
diecinueve de lactancia, esta hormona se encuentra en niveles similares a los observado en
ratonas del grupo control. Pero, a partir del dia del destete, la concentracion de osteocalcina se
incrementa alcanzando su pico maximo al tercer dia de la poslactancia, para posteriormente
disminuir a los niveles basales. Incrementos de la osteocalcina al tercer dia de poslactancia se
observaron también en los estudios realizados por Ardeshirpour et al (Ardeshirpour et al., 2007) y
Kirby et al. (Kirby etal., 2011). Estos dos reportes coinciden en la presencia de una intensa

remineralizacion dsea durante los primeros tres dias de poslactancia (Ardeshirpour et al., 2007).



Se ha reportado que la osteocalcina incrementa la sensibilidad a la insulina (Ferron et al., 2008b;
Lee etal., 2007), contrastando con nuestro estudio en donde observamos un descenso en la
respuesta a la insulina. Adicionalmente, el incremento en la proliferacion del islote, previo al
aumento en los niveles de osteocalcina, sugiere que esta hormona no es el responsable del inicio
en la proliferacion de las células beta en los islotes maternos (ver Figura 18). Sin embargo, no se
descarta que a partir del destete y dado los nuevos cambios metabdlico y hormonales que el
destete conlleva, la osteocalcina participe en conjunto con otra (s) moléculas hasta ahora
desconocidas, en la continuacion de la proliferacion en el islote. Ademas, el incremento en la
osteocalcina descarboxilada, coincide con el incremento en la masa y tamafio de los islotes e
incremento en el nimero de células beta. Conjuntamente, el incremento en la concentracion de
osteocalcina en nuestro estudio, sugiere que la osteocalcina podria estar participando en el
incremento de la secrecidn de insulina durante la poslactancia. Interesantemente, en los Gltimos
afios nuevas funciones para la osteocalcina han estado emergiendo, como por ejemplo, favorecer
el metabolismo de la glucosa, participar en la reproduccion, entre otros (Berger et al., 2019). En
conjunto, las funciones precisas de la osteocalcina descarboxilada sobre las modificaciones
metabolicas, y en particular sobre el islote materno durante la poslactancia son aun desconocidas.
Pero no descartamos que la osteocalcina tenga una, o varias funciones, hasta ahora desconocidas,
sobre el islote y el metabolismo materno durante la poslactancia. Seran necesarios estudios
dirigidos que revelen las nuevas funciones de la osteocalcina, o estudios que revelan las
consecuencias de su ausencia sobre los islotes y metabolismo materno durante la poslactancia.
Por otro lado, dada la importancia fisiologica de la remineralizacién del hueso durante la
poslactancia, es posible que otros factores 6seos puedan estar participando en los cambios en este
periodo (Dirckx et al., 2018; Gillespie et al., 2013; Yao et al., 2017; Yoshikawa et al., 2011). Asi
mismo, considerando que en el control de la masa de los diferentes tejidos del cuerpo participan
diversos factores circulantes (Porat etal., 2011), tampoco se descarta que sean factores
provenientes de otros tejidos, los que estén involucrados en las modificaciones observadas en los

islotes y en el metabolismo materno durante poslactancia (Canul y Fernandez, 2019).

Nuestros resultados sugieren que los cambios observados durante la poslactancia, probablemente
inicien con cambios hormonales y/o metabdlicos iniciados durante la lactancia. Un candidato

podria ser el estradiol. Se conoce que el estradiol promueve la hipertrofia, hiperplasia y secrecion



de insulina en las células beta (Alonso-Magdalena et al., 2008; Costrini y Kalkhoff, 1971;
Jacovetti et al., 2012; Liu y Mauvais-Jarvis, 2010; Le May etal., 2006). Por otro lado, altas
concentraciones de estradiol disminuyen la sensibilidad a la insulina (Gonzalez et al., 2000). Es
probable de que el estradiol participe en los cambios observados en los primeros dias de
poslactancia sobre los islotes maternos y metabolismo de la glucosa (Miller y Bowman, 2007).
Otros candidatos podrian ser los glucocorticoides y progesterona. Asi mismo, es posible que la
ausencia de la prolactina (la cual disminuye a partir del destete), pueda estar generando los
efectos que se observan durante la poslactancia, y los cuales tal vez se encontraban bloqueados

por la misma prolactina durante la lactancia por mecanismos ain desconocidos.

La serotonina es una molécula producida de manera local en tejidos periféricos (Martin
etal., 2017). La sintesis y liberacion de serotonina en los islotes pancreaticos, ha sido reconocida
como un factor determinante en el incremento de la secrecion de insulina y la proliferacion del
islote materno durante la gestacion (Bennet et al., 2016; Kim et al., 2010, 2015; Schraenen et al.,
2010). A diferencia de lo encontrado en la gestacion, nuestros resultados revelan poca abundancia
de serotonina en el islote materno durante la poslactancia, esto ocasionando probablemente por
una disminucién en la prolactina, principal hormona que estimula la sintesis de serotonina en el
islote (Kim et al., 2010). Por lo tanto, es improbable que la serotonina en el islote participe en los
cambios que acontecen sobre los islotes maternos en la poslactancia. Sin embargo, trabajos no
publicados en nuestro laboratorio, han demostrado que la serotonina es abundante en el islote
materno durante la lactancia, periodo en el que sabe que la prolactina se encuentra también
incrementada. Estudios futuros seran necesarios para dilucidar las sefiales que participan en la
expansion del islote y cambios en el metabolismo de la glucosa durante la poslactancia, asi como

estudios que analicen la funcion de la serotonina durante la lactancia.

Como se menciond anteriormente, durante la poslactancia se inicia una rapida e intensa
remineralizacion en el hueso, y en durante este proceso es fundamental la glucosa. La utilizacién
de la glucosa es esencial para los osteoblastos, siendo un determinante para la homeostasis global
de la glucosa (Dirckx et al., 2018). Lo anterior sugiere que los osteoblastos pueden modificar el
metabolismo energético materno durante la poslactancia (por mecanismo hasta ahora no

comprendidos) debido al flujo continuo de glucosa hacia el hueso. Entonces, probablemente sea



el hueso el causante de las modificaciones en el metabolismo materno observado durante las
primeras semanas de poslactancia. No se descarta que otros tejidos que también atraviesen por
cambios durante la poslactancia participen en las modificaciones maternas observadas en este
mismo periodo. Si bien, parte los cambios acontecidos en los islotes maternos durante la
poslactancia son el resultado de la resistencia a la insulina transitoria durante los primeros dias de
poslactancia, también es probablemente que la poslactancia represente un periodo de renovacion
para los islotes y/o el metabolismo materno, dado los intensos cambios fisiologicos, hormonales,
morfolégicos y metabdlicos por los que atraviesa la madre durante la gestacion y lactancia. La
lactancia es un periodo que requiere un alta demanda energética e intensas modificaciones en
tejidos como el hueso, higado, musculo esquelético, tejido adiposos y glandulas mamarias;
involucrados en la produccion de leche materna. Al termino de la lactancia, muchos de los
cambios en estos tejidos son revertidos, y otros tejidos son fortalecidos para prepararlos ante
futuros eventos reproductivos (por ejemplo el hueso) (Bornstein et al., 2014; Canul y Fernandez,
2019). Probablemente los cambios ocurridos durante la poslactancia también representen un
periodo en el que se refuerzan las funciones y/o estructuras de los islotes maternos y prepararlos
para posteriores eventos reproductivos, tal y como ocurre con el hueso. Sin embargo, seran

necesarios estudios futuros que demuestren este hecho.

El curso temporal de los cambios observados en nuestro estudio durante la poslactancia, se
resume en la FIGURA 18. Después del destete se presenta una rapida expansion en el area de los
islotes maternos, y el cual coincide con el incremento en el nimero de células beta. Estos
cambios alcanzan su maximo valor al tercer dia de pos-lactancia, cuando también se produce un
incremento tanto en la secrecién de insulina estimulada por glucosa como en la concentracion de
osteocalcina descarboxilada, asi como un decremento de la sensibilidad a la insulina. La
proliferacion del islote se encuentra incrementada dos dias antes del destete (dia 19 de lactancia),
lo que no se relaciona con el incremento en la osteocalcina descarboxilada o el contenido de
serotonina en el islote. Un ligero aumento en el tamafio de las células beta e incremento en la
tolerancia a la glucosa, se presenta desde el dia posterior al destete. Catorce dias después del cese
de la lactancia, el tamafio del islote, el nimero de células beta, la secrecion de insulina, la
tolerancia a la glucosa e insulina, asi como los niveles de osteocalcina descarboxilada, regresan a

los niveles observados en el grupo de ratones control, a excepcion del tamafio de las células beta.



Adicionalmente, la proliferacion del islote, el cual se encuentra incrementada dias antes del

destete, presenta una disminucidn al dia siete y catorce de poslactancia.
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Figura 18. Cambio temporal en la morfologia del islote, metabolismo de la glucosa, concentracion
de calcio, osteocalcina y serotonina. El esquema muestra el porcentaje de variacion en la morfometria
del islote, proliferacion del islote, secrecion de insulina, homeostasis de la glucosa, osteocalcina
descarboxilada, calcio ionizado en suero y serotonina entre el grupo control comparado con el grupo al dia
del destete y durante 14 dias pos-destete. Después del destete, se incrementa el tamafio de los islotes, que
concuerda con el incremento en el nimero de células beta; y el cual alcanza su méximo valor al dia tres de
pos-lactancia. En conjunto, al dia 3 de pos-lactancia también se incrementa la secrecion de insulina y la
concentracion de osteocalcina en suero, pero disminuye la sensibilidad a la insulina y concentracion de
calcio. La proliferacion del islote se encontr6 incrementada dos dias antes del destete (dia 19 de lactancia).
También se observd un incremento en el tamafio de las células beta y la tolerancia a la glucosa desde el
dia del destete. Catorce dias después del destete, el tamafio de los islotes, el nimero de las células beta en
el islote, la secrecion de insulina, tolerancia a la glucosa e insulina, asi como la concentracion de
osteocalcina regresaron a los niveles observados en el grupo control; sin embargo, el tamafio individual de
las células beta permanecié incrementado, y también se observé un incremento en la concentracién de
calcio. Ademas, la proliferacion del islote, la cual ya estaba incrementado antes del destete, disminuyo de
manera significativa al dia 14 de poslactancia.



17. CONCLUSION

El presente trabajo demuestra por primera vez que, durante la poslactancia, los islotes
pancreaticos maternos atraviesan por cambios morfoldgicos y en la homeostasis de la glucosa.
Estas modificaciones estan acompafiadas por un aumento en los niveles séricos de osteocalcina
descarboxilada; no obstante, este cambio hormonal no explica el inicio de la proliferacion del
islote materno o la disminucion en la sensibilidad a la insulina, lo que indica que otros factores

podrian estar participando en estos cambios.

En las Gltimas décadas, los pacientes con diabetes han ido en aumento de manera critica
alrededor del mundo; de modo que intervenciones para prevenir y controlar esta enfermedad son
de suma importancia. Cuantiosa evidencia indica que, la disminucién tanto en la masa de los
islotes y en la secrecion de insulina, son factores que participan en el desarrollo de la diabetes
tipo-1 y tipo-2 (Hudish et al., 2019; Meier y Bonadonna, 2013; Weir et al., 2001). Los hallazgos
encontrados en nuestro trabajo, aportan evidencia inédita de un nuevo periodo fisioldgico en el
cual se presenta una intensa expansion de las células beta y secrecion de insulina, lo que abre una
amplia ventana de oportunidad para la identificacion de nuevas moléculas y mecanismos que
participen en estos procesos. Los conocimientos que se deriven de estos estudios brindaran apoyo
para el desarrollo de nuevos agentes farmacoldgicos para la prevencion y tratamiento de la

diabetes, y el cual representa un importante problema de salud mundial.

18. PERSPECTIVAS

e Para dilucidar las sefiales que participan en la expansién del islote y cambios en el
metabolismo de la glucosa durante la poslactancia, seria interesante explorar los
cambios dinamicos sobre la expresion de genes por lo que atraviesa el islote
utilizando secuenciacion de RNA.

e Investigar el efecto de otras hormonas que podrian estar participando en los cambios
maternos ocurridos durante la poslactancia. Por ejemplo, el estradiol o

glucocorticoides.



Analizar la contribucién de otros mecanismos que podrian estar participando en el
incremento de la masa de los islotes maternos durante la poslactancia, por ejemplo, la
neogénesis y transdiferenciacion.

Realizar estudios de secrecion in-vitro de insulina en islotes aislados.

Analizar a tiempos prologando después del destete (mas alld de las 2 semanas
poslactancia), si el incremento que observamos en el nimero de células beta y la
disminucién en las células alfa regresan a su estado basal, o si estas modificaciones
son permanentes.

Resultaria interesante investigar el efecto de la ausencia de la lactancia sobre la
morfologia, composicion de los islotes pancreaticos y la homeostasis de la glucosa
materna.

Caracterizar las adaptaciones del post-destete sobre la salud metabolica materna vy el
riesgo de diabetes utilizando estreptozotocina o una dieta alta en grasa o fructosa.
Explorar los cambios morfolégicos y de composicién celular, que se producen en los
islotes pancreéaticos maternosprevio al dia 19 de lactancia. En especial analizar lo que
acontece durante la segunda mitad de la lactancia.

Analizar el porcentaje de proliferacion de los islotes durante la lactancia para
determinar el dia exacto en el cual inicia el incremento en la proliferacion.

Analizar los cambios morfoldgicos en el islote, de composicion celular y homeostasis
de la glucosa, después de ser sometidas a otro (s) evento (s) reproductivo de gestacion

y lactancia para determinar el efecto de los cambios ocurridos durante la poslactancia.
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Abstract

Pancreatic islets adapt to metabolic requirements and the hormonal milieu by modifying Key Words
their size and hormone secretions. Maternal glucose demands and hormonal changes
occur after weaning, to rapidly re-establish bone mineralization. Minimal information
exists about glucose metabolism and pancreatic islets after lactation. This study
investigated islet morphology and glucose homeostasis for 14 days after lactation in undercarboxylated
C57BL/6NHHsd mice. Compared to the day of weaning, rapid increases in the islets’ osteocalcin

area and number of beta cells were found from the first day post-lactation, attaining
maximum values on the third day post-weaning. These changes were accompanied

by modifications in glucose-induced insulin secretion, glucose tolerance and insulin
sensitivity. Islet-cell proliferation was already augmented before lactation ceased. Serum
undercarboxylated osteocalcin concentrations increased significantly post-lactation;
however, it is unlikely that this enhancement participates in earlier cell proliferation
augmentation or in decreasing insulin sensitivity. Islet serotonin content was barely
expressed, and serum calcium concentrations decreased. By the 14th day post-weaning,
islets’ area and glucose homeostasis returned to age-matched virgin mice levels. These
findings recognize for the first time that increases in islet area and insulin secretion
occur during physiological post-weaning conditions. These results open up new
opportunities to identify molecules and mechanisms participating in these processes,
which will help in developing strategies to combat diabetes.
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Abstract

Milk supply and quality during lactation are critical for progeny survival, Maternal tissues and metabolism, influenced by
hormonal changes, undergo modification during lactation to sustain breastfeeding. Two organs that suffer cssential adjust-
ment are the mammary glands and the bone; hewever, repnal calcium conservation and calcium sbsorpiion from the intestine
are also modified. Lactation leads to a transient Loss of bone minerals to provide adequate amounts of minerals, incloding
calcium for milk production. Physiolagical, metabolic, and molecular changes in different tissoes participate in provid-
ing nuirienis for milk production. After weaning, the histological, metabolic, and hormonal modifications that take place
in lactation are reverted, and bone remineralization is a central function at this time. This study focoses on the hormonal,
metabolic, molecular, and tissue modifications that occur in mammary glands, bone, intestine, and kidneys in the mother
during lactation and post-weaning periods.
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ABSTEACT Supplements containing pharmacolagical concentrations of biotin are cammiercially available over the counder.
Classical toxicily studies have considered biotin administralion as hanmless: bowever, recenl investigations have shown that
biotin supplementalim modifies tissuve morphology withoul changes in toxicily markers, raising concerns aboul the conse-
guences af morphological changes on tissues’ functions and the safely of pharmacological concentrations of the vitamin.
Tesles are wery sensitive bo loxicants, and testicular histology is a reliable method o gody it function. In this work, we
investgated the effects of dietary biotin supplementation on flestis morphology and spermatogeness funclion using an
experimenial model, in which we have nol chserved unfuvorable effects on other tissue lunctions or toxicaly markers. Male
BALB/fcAnMNHz] mice were fed a contrel or o biotin-supplemented diel (176 or 97.7mg biotin'kg diet) for B weeks.
Compared 1o the contral group, the biotin-supplemented mice presented remarkable testis marphology changes, including
increased spemmatogonia lavers; the cellular mechanism involved is related 1o increased profiferation. Sperm oount and serum
lzstosterone levels wene not alfected, but spermatosos motility and morphology were sgnificantly impaired in the biotin-
wupplemented mice. Thewe resulis caulion against the use of supplements with high concentrations al’ biotin and imdecate that
bapdin’s pharmacalogical effects an marphelegy need o be consklered in loxeslogical studies.
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