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1. Introduccién
1.2Pancreas

El pancreas es un érgano mixto formado por dos tipos de glandulas; la exocrina que
secreta enzimas digestivas en el intestino, y la endocrina que secreta hormonas en
el torrente sanguineo . Se divide en tres regiones, cabeza, cuerpo y cola. La primera
region es la més ancha y se encuentra ubicada del lado derecho del abdomen, en
la curvatura del duodeno. El cuerpo y la cola se extienden hasta el lado izquierdo
del abdomen, cerca del bazo; esta Ultima regién es mas estrecha [2]. Posee dos
conductos, uno atraviesa por todo el érgano, inicia a nivel de la cola y desemboca
junto con el colédoco a través de la &mpula de Vater en el duodeno, conocido como
conducto de Wirsung; el segundo es el conducto excretorio, conducto de Santorini,
gue se origina en el conducto pancreatico principal, se extiende desde la cabeza del

pancreas hasta el duodeno [1].

1.2.1 Pancreas exocrino

La glandula exocrina o tejido acinar, representa cerca del 98% del volumen total del
pancreas; las células acinares tienen morfologia poligonal o piramidal, con el vértice
dirigido hacia la luz central del acino, nucleo basal y una gran cantidad de granulos

secretores (zimogenos) [1].

Dentro de sus funciones esta participar en la digestion de los alimentos a través de
la sintesis, almacenamiento y secrecidén de diversas enzimas digestivas al lumen
intestinal. Existen 2 tipos de secreciones, la enzimatica y la hidroeléctrica. La
enzimatica es la causante de la hidrdlisis de las sustancias nutritivas de los
alimentos, mientras que la hidroelectrolitica actia como vehiculo de la enzimatica y

proporciona un medio alcalino, necesario para la inactivacion de las enzimas [3].

1.2.2 Pancreas endocrino

La glandula enddcrina o islotes de Langerhans, corresponde al 1-2% del volumen
total del pancreas. Los islotes de Langerhans se encuentran inmersos entre el tejido
acinar, y participan en el control de la homeostasis energética a través de la

secrecion de diversas hormonas (Figura 1) [4, 5].



Los islotes de Langerhans fueron descubiertos en 1869 por Paul Langerhans. La
distribucién y densidad de los islotes es similar en las regiones de la cabeza y el
cuerpo, pero es mucho mayor en la regién de la cola [2]. Estd compuesto por
distintas células que producen y secretan diferentes hormonas: las células-beta ()
secretan insulina, las células-alfa (a) secretan glucagon, las células-delta ()
secretan somatostatina, las células FF secretan polipéptido pancreatico, y las

células-épsilon (€) que secretan ghrelina [6] (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del pancreas exocrino y endocrino. Representacion de los diferentes tipos

celulares que conforman la parte endocrina del pancreas [7].



1.3 Células-B

La célula-p representa un 80% del volumen total del islote mientras que las células-
a un 20%; en roedores las células-f se ubican principalmente en el centro, mientras
gue las células-a se encuentran en la periferia, en contraste con los humanos donde

las células-a se entremezclan con las células-B [2, 4, 5].

La célula-B es una unidad de gran capacidad para la produccion de insulina [8];
contiene granulos que sirven de almacén y ocupan mas del 10% del volumen total
de la célula. En roedores hay alrededor de 13,000 granulos, cada uno de ellos puede

almacenar aproximadamente 200,000 moléculas de insulina [9].

Célula-B Granulo de insulina

£ 000 5-HT ==, /000

Y

Figura 2. Célula-B pancreatica. (Lado izquierdo) microscopia de barrido electronico de una célula-
B pancreatica. (Lado derecho) representacion de un granulo de insulina, que contiene hexameros de
resguardo asociados con Zn?* [8].



1.3.1 Importancia de las células-B

La homeostasis de la glucosa es controlada por las células endocrinas,
principalmente por la célula-B, la cual se encarga de sintetizar y secretar la cantidad
de insulina necesaria para un 6ptimo control de la homeostasis. Las células-3
responden de manera dinamica frente a un incremento en la demanda de insulina
[4]. La insulina tiene como tejidos efectores principales al musculo, higado y el tejido
adiposo, durante el post-prandio, la secrecion de insulina desencadena en dichos
tejidos, una serie de respuestas que permiten la captacion y manejo en rutas de

obtencion energética y resguardo a la glucosa [10].

1.3.2 Secrecién de insulina

La secrecion de insulina en respuesta a glucosa requiere una serie de pasos en los
gue participan la entrada de glucosa a las células-B, la oxidacion de glucosa,
cambios electro-fisiolégicos, fusion de lo granulos que contiene insulina con la

membrana plasmatica y finalmente su secrecion al medio extracelular [8].

La secrecion de insulina por las células-f estd modulada tanto por controles
hormonales y neuronales via activacion de receptores membranales [11]. Las
células-B responden a muchos nutrimentos en la circulacion sanguinea, incluyendo
glucosa, otros monosacaridos, aminodacidos y acidos grasos. La glucosa es el primer
estimulo para la liberacion de insulina, ya que es el componente principal de la
comida. La membrana de la célula-B esta equipada con los transportadores de
glucosa 2 (GLUT?2), que son sensores de la cantidad de glucosa circulante. Después
de entrar a la célula, la glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa. Al final de
la glucdlisis se obtiene piruvato que se oxida para producir ATP; los canales
sensibles a potasio (Katp) se cierran, generando una despolarizacion de la
membrana; se abren los canales dependientes de voltaje Ca?*[9]. En dicho control,
la proteina de unién a guanosinatrifosfato (GTP) también interviene al regular la
actividad de la adenilato-ciclasa, fosfolipasa C, canales idnicos y diferentes eventos

gue permitan incrementar los niveles de Ca*? del citoplasma [12].
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Figura 3. Modelo de secrecion de insulina estimulada por glucosa en las células-B. La entrada
de glucosa en la célula ocasiona aumento del ATP, cierre de los canales de K*, despolarizacion de
la membrana plasmaética y entrada de Ca*? del medio externo. El reticulo endoplasmatico también
participa en el aumento de Ca*? .Esto incrementa los niveles de Ca*? en el citoplasma, fusion de los
granulos que contienen insulina con la membrana plasmatica y la secrecion de ésta a la circulacion
[13-18].

Un optimo control en el nivel de glucosa depende de la sintesis y secrecion de
insulina por parte de la célula- pancreatica. Si existe alguna falla para adaptarse a
los cambios que acontecen en el cuerpo [5], puede resultar en una hiperglicemia
con multiples complicaciones en 6rganos e incluso desarrollar diabetes[19]. Ademas
de una funcidén apropiada de las células-B, existe otro aspecto importante a
considerar, la masa total de células-f, la cual esta dada por el niumero y tamafio de
células, y se incrementa progresivamente durante los periodos fetal y neonatal,
alcanzando una meseta durante la etapa adulta, y decayendo gradualmente con la
edad [12].



Ante las diferentes demandas metabdlicas y cambios fisioldgicos, la masa de los
islotes pancreéticos no permanece constante a lo largo de la vida. Estudios en
roedores adultos reportan la capacidad de las células-B de adaptarse ante
incrementos en la demanda de insulina, mediante aumento en su masa y la
secrecion de esta hormona. Este proceso también se presenta en la obesidad y
pancreatectomia. Estos cambios adaptativos en la masa de los islotes por otra parte
también son controlados por ajustes en la muerte, proliferacion y tamafio celular [4,
20, 21].

La disminucion parcial o total de la masa de células-3 es el comun denominador en
la aparicion de los diferentes tipos de diabetes. La masa de los islotes pancreaticos
se regula por un estricto balance entre la replicacion celular, hipertrofia y

neogénesis; y la muerte celular, atrofia y autofagia [5].

1.4 Plasticidad celular

Estudios recientes mencionan que durante la etapa adulta la principal fuente de la
que derivan nuevas células-f3 en roedores es a partir de células preexistentes [22].

La plasticidad celular es definida por la capacidad que tienen células especializadas
para convertirse en otro tipo de célula, para poder compensar la pérdida celular o

funcion sistémica [19, 23].

Los mecanismos involucrados en la modulacion de la masa de las células-f3 son los
siguientes: replicacion de células a partir de células-p preexistentes, diferenciacion
de células del epitelio ductal, diferenciaciéon de células madre pancreéticas de
células acinares y del ducto; y transdiferenciacion de células acinares [12, 21].En
dichos mecanismos participan factores de transcripcibn como neurogenina 3
(NGNB3), pancreatico y duodenal homeobox 1 (PDX1) y musculo aponeurética
fiborosarcoma A (MAFA) [19].

Existen diversas razones que hacen importante el estudio de los mecanismos
relacionados con la expansién e hiperfuncion de la célula-B. Mudltiples
investigaciones indican que las células-f tienen la capacidad de experimentar
cambios para compensar alteraciones metabdlicas ya sean patoldgicas, como la

diabetes o fisioldgicas, como lo es el embarazo.



1.4.1 Gestacion

Uno de los estimulos fisiologicos mas demandantes, es la gestacion; en este
periodo hay cambios endocrinos y metabolicos resultado de la actual relacion entre
madre y feto, conocida como unidad feto-placentaria. Esta unidad funcional es la
responsable de la produccion y secrecion de proteinas y hormonas durante el

embarazo.

Al inicio del embarazo, la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina son
normales. Sin embargo, conforme los requerimientos energéticos del feto
aumentan, existe un incremento en la resistencia a la insulina en tejidos periféricos
gue favorece el suplemento de glucosa hacia el feto [24, 25]. Ademas cambia la
produccion de energia a partir de carbohidratos a lipidos en el metabolismo
materno, lo que también favorece la disponibilidad de la glucosa para el feto [26].
Lo anterior conduce a cambios morfolégicos y funcionales en las células-p3, donde

hay un aumento en su masa y en la secrecion de insulina (figura 4).

Aumento de masa

Gestacion . .
Hiperglucemia

Resistencia a
la insulina

O Célula-B

. . . Aumento en la
. Proliferacion de célula-

secrecion de insulina

Figura 4. Mecanismo de compensacién de la célula-B durante la gestacién. Se genera un
aumento en la masa del islote pancreatico que conlleva a una mayor secrecion de insulina para
poder compensar la resistencia a la insulina y la hiperglucemia [4].
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Este hiperinsulinismo es el resultado adaptativo de las células-f maternas, a través

de la hiperplasia, hipertrofia e hiperfuncion (figura 6) [27-38].

En la siguiente figura se muestra un esquema realizado a partir de los resultados
obtenidos por el equipo de Parsons, J.A. et al. (1992), realizado en ratas Sprague-
Dawley; el cual muestra el comportamiento de las células- durante la gestacion y

lactancia [4].

No-gestante Gestante Post-parto

Masa
células-B

Replicacion
células-B

Tamano
células-

Apoptosis
células-pB

G2 G6 G10 G12 G14 Gl6 G18 G20 P4 P10

Figura 5. Cambio en la masa de las células-B durante la gestacion y el post-parto. Durante la
gestacion existe un aumento en la replicacion y el tamafio de las células- que alcanzan su punto
maximo al dia 14 de gestacion en roedores (G14). Al final de la gestacion y durante la lactancia
aumenta la apoptosis de las células-B lo que contribuye a la disminucion en la masa de las células-

B. Esquema propuesto a partir de los resultados de Parsons, J.A. et al. (1992) [4].
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El crecimiento del islote pancreatico materno y el cambio en su funcién esta
correlacionado también con el incremento en los niveles de lactégeno placentario,
prolactina y hormona del crecimiento humana en el suero que estimulan la
proliferacion de células- y reducen el umbral de glucosa. Otras de las hormonas
gue participan son: progesterona, estradiol, estrégenos, cuyos niveles varian con

respecto al tiempo y se pueden ver esquematizados en la figura 7 [30, 39].
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Figura 6. Esquema de los cambios hormonales durante la gestacion en roedores. En los
primeros dias de gestacion hay un incremento de 173-estradiol (E2) y progesterona (P). A la mitad
de la gestacion aumenta el lactdgeno placentario (PL). Durante los dias finales de la gestacion se
incrementa prolactina (PRL), hay un segundo incremento de E2 y PL; y disminuye P [40].

La prolactina al igual que el lactégeno placentario, reconocen en comun al receptor
de prolactina (PRLP) expresado en los islotes; tras la union de las hormonas con el
receptor, envian una sefial de transduccion al pancreas, activando la via de la Janus
guinasa 2/ transductor de sefiales y activador transcripcional 5 (complejo proteico
Jak2/Stat5); también se sabe que activan las vias PISK/AKT, ERK1/2, Adenilciclasa
/AMPc y la proteincinasa/ calcio intracelular. A través de dichas vias de sefalizacion
se promueve la proliferacion y la actividad antiapoptotica, interviniendo en la

regulacion de la masa de células-f3 [34, 39, 41-43].

El lactdgeno placentario, es la primera hormona en ser secretada, y junto con

prolactina llegan a su pico maximo el dia 14 de gestacién, permaneciendo elevadas
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hasta el final de este periodo. El nivel de prolactina regresa a valores normales en
presencia de concentraciones altas de lactégeno placentario. La masa de las

células-B alcanza su pico maximo a la mitad de la gestacion [44, 45].

1.4.1.1 Resistencia alainsulina

Como ya se mencion0 anteriormente, la gestacion esta asociada a un incremento
en la resistencia a insulina la cual se hace mas marcada conforme el embarazo
avanza. Esta resistencia es similar a la que ocurre en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2. La resistencia a la insulina se define como la inhabilidad de una
concentracion determinada de insulina de desencadenar una respuesta biolégica
frente al metabolismo de nutrimentos a nivel de tejidos diana referencia. Esto resulta
en una disminucion en el consumo de glucosa por parte del tejido muscular, tejido
adiposo e higado, de igual manera disminuye la supresion de la lipolisis y de la

produccion de glucosa endogena [46].

La sensibilidad a la insulina disminuye hasta un 50%, como resultado de
alteraciones postreceptor que implica el transporte de glucosa y el metabolismo
intracelular en los tejidos sensibles a la insulina [47, 48].

La produccion de hormonas como estrégenos, progesterona, prolactina, lactégeno
placentario, cortisol y hormona del crecimiento; inducen resistencia a la insulina
segun estudios in vivo e in vitro [49]. Existen también adipocitocinas que tienen
una estrecha relacion con la sensibilidad de la insulina. Una de ellas es la
adiponectina, la cual es un mediador de la resistencia a la insulina y que durante la
gestacion se encuentra disminuida [48]. Por otra parte, el TNF-a, el cual es
sintetizado y secretado tanto por placenta como el tejido adiposo, es un predictor
significativo para la resistencia a la insulina. Al inicio de la gestacion muestra una
tendencia baja, pero en el tercer trimestre hay un aumento en sus niveles. Esta
citosina inhibe la sefalizacion de insulina en adipocitos, hepatocitos y en tejido
muscular. Se propone que la TNF-a influye alin mas en la accién de la insulina

durante la gestacion que las mismas hormonas placentarias [50].
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En la tabla 7 aparecen algunas moléculas relacionadas con la resistencia a la

insulina.

Molécula Efecto

| Estradiol AConcentracion de insulina

Progesterona W Supresion gluconeogénesis
hepitica inducida por insulina

Lactogeno Placentario/Prolactina A Resistencia a la insulina
ASecreciom de insulina
A Sintesis de insulina
ACantidad de IGFs
ANimero de las células 3
ATamano de las células B

TNF a A Resistencia a la insulina
Cortisol A Resistencia a la insulina
VFosforilacién del receptor de
insulina
VIRS-1
Leptina A Resistencia a la insulina
(probable)
Resistina A Resistencia a la insulina
Adiponectina W Resistencia a la insulina
Acidos grasos A Resistencia a la insulina

Tabla 7. Efectos de las algunas moléculas que modifican sus niveles durante la gestacion [27-
29].

1.4.1.2 Resistencia periférica a insulina durante el embarazo

A nivel de tejidos periféricos, la resistencia a la insulina afecta el metabolismo
materno de la siguiente manera. En el higado la gluconeogénesis aumenta en un
30%; al mismo tiempo la resistencia a la insulina en masculo limita su consumo de
glucosa. En el tejido adiposo la lipolisis aumenta de manera dramética, siendo los
acidos grasos una alternativa de combustible para la madre y el glicerol un sustrato
gluconeogénico para el higado. El aumento en los niveles de lipidos en la sangre
debido al incremento en la lipdlisis, ocasiona también que los acidos grasos viajen

hacia el higado donde son oxidados o empaquetados en particulas de VLDL. El alto

14



flujo de acidos grasos en el higado hace a la mujer embarazada propensa a una
cetosis, probablemente como una respuesta adaptativa para preservar proteinas
para el final de la gestacion, ya que los &cidos grasos contintdan siendo la fuente

principal de combustible [51].

1.4.2 Lactancia

La lactancia es esencial para la sobrevivencia de los mamiferos, este periodo es el
resultado de una alta demanda de energia asociado con el proceso de sintesis de
leche [52].

Tanto la gestacion como lactancia generan multiples cambios fisioldgicos y
metabolicos en el organismo materno; la duracién de la gestacion (18 dias) es
relativamente corta en comparacion a la duracion de la lactancia. La lactacion
induce la movilizacion de las reservas energéticas de la madre y un aumento en la
ingesta de alimentos, dependiendo del tamafio de la camada; para favorecer la
produccion de leche en la glandula mamaria. En contraste con la gestacion, que
induce un aumento en el almacenamiento de grasa y modera el consumo de
alimento [53, 54].

En un estudio desarrollado en tres cepas diferentes de ratones, se examind su
comportamiento durante la lactacion, evaluando pardmetros tales como: la cantidad
de tiempo que dura la lactacion y la ingesta de alimento. Dentro de los resultados
obtenidos se encontré que los datos arrojados por la cepa C57BL/6 son mas
marcados; si bien es cierto que hay un aumento en la ingesta de nutrimientos de
forma general, es en esta cepa donde el incremento es bastante notable, asi como

la ganancia de peso [55].

Durante la transicion entre la etapa de gestacion y lactancia, acontecen también
cambios de renovacion en las células-B. El pancreas materno regresa a las
condiciones normales no-gestante, justo después de haber dado a luz a sus crias

[56, 57]. También hay una reversion rapida de la resistencia a la insulina, este hecho
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es atribuido a la disminucién de los niveles de TNF-a, posteriormente a la expulsion

de la placenta [50].

La pérdida de masa de células- no se debe a un proceso autoinmune, se especula
gue son hormonas las que participan en la remodelacién del islote. Ciertas
investigaciones reportan que los glucocorticoides podrian tener una participacion

importante en las modificaciones del islote después del parto [58].

Los glucocorticoides reajustan el pancreas endocrino durante los primeros dias de
la lactacion, a través de contrarrestar las acciones de prolactina y lactogeno
placentario. Modifican los mecanismos de proliferacién, favorecen la apoptosis que
contribuye a la involucién del islote en el periodo de post-parto. Se desconocen los

detalles involucrados con este mecanismo [59].

Diversas investigaciones reportan la importancia de la lactancia en mejorar la
homeostasis de la glucosa y proteger ante el desarrollo de Diabetes Mellitus 2. En
un estudio analizando la incidencia de diabetes tipo 2 en un cohorte de mujeres
entre 40—78 afos, se encontré que aquellas que amamantaron a sus hijos al menos
un mes presentaron menos indice de diabetes que aquellas que no pasaron por un
periodo de lactancia [60, 61] .Un efecto protector similar se ha encontrado en la
incidencia de infarto al miocardio, la prevalencia del sindrome metabdlico,
hipertension, e hiperlipidemias [62]. La lactancia revierte mas rapida y
eficientemente la acumulacion de grasa visceral, los niveles elevados de lipidos

sanguineos Yy la resistencia a la insulina que se presenta durante la gestacion [61].
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2. Planteamiento del problema

Durante la gestacion los requerimientos de energia del feto provocan cambios en el
metabolismo materno que permiten la expansion de la masa de células-f y aumento
en la secrecion de insulina. En el periodo de lactancia; se reduce la proliferacion de
células-B y aumenta la apoptosis celular lo que reduce la masa de dichas célula. A
pesar de dicha informacion, se desconoce si el islote regresa al tamafio original de
las hembras que no han sido gestantes o que no dieron de lactar, 0 si esos procesos
tienen como consecuencia un aumento de la masa de los islotes, los cuales
repercuten en alteraciones metabdlicas tales como resistencia a la insulina, que
puede considerarse, como factor de riesgo para el desarrollo de patologias mas

graves como diabetes mellitus.
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3. Justificacion

Diversas investigaciones reportan la importancia de la lactancia en mejorar la
homeostasis de la glucosa y proteccion del desarrollo de Diabetes Mellitus 2. Como
se sefialé anteriormente, durante la gestacion y la lactancia suceden cambios en la
masa del islote pancreatico; sin embargo se desconoce si el islote regresa a su
tamafo normal no-gestante al terminar la lactancia o bien si los islotes pancreaticos
adquieren mayor masa de células-B como consecuencia de estos procesos de
reproduccién. Los resultados que se obtengan, ayudaran a la comprension de como
la lactancia podria estar involucrada en el proceso de recuperacion de insulino
resistencia y por ende coadyuvaria en la proteccién en el desarrollo de Diabetes

Mellitus tipo 2.
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4. Objetivos
4.2 Objetivo general

Caracterizar los cambios morfométricos por los que atraviesan los islotes

pancreaticos maternos durante la gestacion y lactancia.

4.3 Objetivos particulares

Analizar durante la gestacién y lactancia, los cambios maternos que se producen

sobre:

1.- La morfologia y viabilidad de los islotes de Langerhans.

2.- Larespuesta insulinica en estados de ayuno y post-prandio.

3.- El manejo de la glucemia en estados de ayuno y post-prandio.

4.- Estados de insensibilidad y resistencia a insulina, en respuesta a la funcion beta

pancreatica.
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5. Hipotesis nula

La gestacion y lactancia no propician cambios morfoldgicos y funcionales de los
islotes de Langerhans.

Hipotesis alternativa

La gestacion y lactancia propician cambios morfologicos y funcionales de los islotes
de Langerhans.
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7. Metodologia

7.2 Modelo animal

Ratones de la cepa C57BL/6 de 7-8 semanas (Harlan Laboratories S.A. de C.V.);
se mantuvieron en las instalaciones de la sede antigua de Biomédicas, con un ciclo
de 12 horas luz 12 horas oscuridad, con libre acceso a comida y agua. Se

mantuvieron las hembras y machos en cajas separadas.

La primera semana de estancia fue para que los animales se adaptaran al ambiente;
la siguiente semana se colocaron las cajas de hembras y machos intercaladas con
el objetivo de estimular el estro en la hembra a través de las feromonas masculinas
gue se encuentran en la orina. Los ratones hembra no requieren contacto directo
con la orina ya que dicha sustancia al ser volatil la absorben a través de su sistema
olfativo, afectando los procesos hormonales de las hembras que controlan su estado

reproductivo.

Una semana posterior, 16 animales fueron apareados; por cada caja de bioterio se
colocaron dos ratones, una hembra y un macho de la misma cepa. Las hembras
fueron monitoreadas hasta la aparicién del tapén vaginal, el cual esta constituido
por las secreciones de las glandulas accesorias del macho, principalmente las
glandulas coagulantes. Este tapon distiende la vagina pudiéndose asomar por la

vulva hasta 24 horas posteriores al apareamiento.

Considerando esta fecha como el dia 0 de gestacion. Las hembras prefiadas se
reubicaron en una caja de manera individual; fueron alimentadas con la dieta
posteriormente mencionada y agua ad libitum. A partir de estos animales prefados,
se formaron dos grupos, gestantes (dia 14) y lactantes (dia 2, 11 y 21). Los 6

animales restantes, conformaron el grupo de no gestantes (Figura 8).

No gestantes Gestantes Lactantes I

| |1 | I
Dia 14 Dia 1 Dia 11 Dia 21

Figura 8. Esquema de distribucién de animales por grupo.
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Durante el periodo de experimentacién, los grupos de gestantes y lactantes fueron
monitoreados en cuanto a su peso corporal y consumo de alimento; se realizaron
curvas de tolerancia a la glucosa. Al término de los dias 14 (gestantes); 2, 11y 21
(lactantes), las madres se sacrificaron previa anestesia con Sevofluorane; se
extrajeron los péancreas  dejandolos por 48 horas en paraformaldehido,
posteriormente se procesaron para efectuar los estudios de histologia e

inmunohistoquimica.

Todos los procedimientos se llevaran a cabo de acuerdo con el Reglamento para el
Cuidado y Manejo de los Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

7.3 Dieta

Los ratones hembra fueron alimentados con una dieta que contiene los
requerimientos necesarios, mencionados en la tabla 9 (2018S Teklad Global 18%

Protein Rodent Diet Harlan Laboratories S.A. de C.V.).

Proteina cruda 18.6 %
Grasa (extracto Eter) 6.2%
Carbohidratos (disponibles) 44.2%
Fibra cruda 3.5%
Fibra detergente neutra 14.7%
Ceniza 5.3%
Densidad de energia 3.1 kcallg
Calorias de proteina 24%
Calorias de grasa 18%
Calorias de carbohidratos 58%

Tabla 9. Ingredientes de la dieta Teklad Global 18% Protein Rodent.
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7.4 Curvas de tolerancia ala glucosa

Para la curva de tolerancia a la glucosa, los ratones se sometieron a un ayuno de
14-16h antes de la prueba. A cada raton se le administré glucosa (2g/kg peso
corporal) por via intraperitoneal; la glucosa en la sangre se cuantificé antes de la
administracion de esta, asi como a los minutos 15, 30, 60, y 120 después de la
administracion. Para tomar la muestra de sangre, se hizo un pequefio corte en la
punta de la cola del raton. La glucosa en sangre fue cuantificada con el kit de
glucosa oxidasa peroxidasa (Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories
Company).

7.5 Inclusion y cortes histolégicos

Una vez extraidos los tejidos (pancreas), se fijaron en paraformaldehido al 4% por
48 horas, de esta manera se detiene la autolisis y putrefaccién de nuestro tejido,
conservando la estructura y composicion lo mas similar a la original. Posterior a
estas 48 horas, se cambid el tejido a PBS al 1X, evitando asi, que los tejidos se
endurezcan demasiado o que ciertos componentes del fijador introduzcan
modificaciones en los tejidos e impidan una adecuada obtencion de secciones

delgadas o la coloracién correcta de sus componentes celulares.

Una vez finalizado el proceso de fijacion, continuamos con la inclusion en parafina.
Para esta etapa se realizd primero la deshidratacion del tejido, ya que al ser
hidréfoba la parafina no puede penetrar las estructuras del pancreas, las cuales
tienen formol. Tanto la deshidratacion como la inclusion se realizaron en el
Histoquinete; para el primer proceso se realizaron diferentes bafios con diferentes
soluciones de etanol en concentraciones crecientes, cada lavado se realiz6 por una
hora. Los dos primeros lavados se realizaron en etanol al 60%; los siguientes dos
en etanol al 70%; dos lavados en etanol al 96%, y por ultimo uno en etanol al 100%.
A continuacion se realiz6 el aclaramiento, con un lavado de etanol — xilol, y dos con
xilol, por una hora cada uno. Esta sustancia es miscible tanto con alcohol como con
el medio de inclusion a utilizar, en este caso parafina. Por ultimo se realiz6 la

inclusion, este es un método comun para endurecer el tejido, consiste en colocar el
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tejido en una base de metal y orientarlo en la direccion deseada, se rellena con
parafina, colocando en la parte superior una parte del cassette; por ultimo se coloca
sobre una placa fria a 4°C para que solidifique el bloque. Con esto se consigue
obtener cortes del orden de um sin que el tejido se rompa o se deteriore. Ademas
preserva las muestras durante largos periodos de tiempo.

Se realizaron cortes de 5 um en micrétomo y se colocaron en laminillas pretratadas
con polilisina. Posteriormente los cortes se desparafinaron, rehidrataron y fueron
designados para las diferentes tinciones propuestas.

La desparafinacion se realizé con dos lavados de xilol por 3 minutos, este agente
aclarante facilita la salida de la parafina y permite al mismo tiempo la penetracion
del alcohol. La rehidratacion se realiz6 con diferentes lavados de alcohol en
concentraciones decrecientes todos por 4 minutos, iniciando con etanol al 100%,
95%, 70%, y 50%; el alcohol remueve el xilol que aun se encuentra en el tejido, es
importante realizar la hidratacion ya que la mayoria de los colorantes son de base
acuosa. Por ultimo se hace un lavado con PBS 1X el cual tiene una osmolaridad y

concentracion de iones muy similar a la del liquido extracelular.

7.6 Tincion hematoxilina-eosina

Para el estudio histologico, se tifieron laminillas con Hematoxilina — Eosina, la
técnica empleada fue la de Harris. La tincion se inicio con la desparafinacion de las
laminillas; posteriormente se tifid con hematoxilina, este colorante tiene una afinidad
por las estructuras con cargas negativas, como lo es el nucleo y ribosomas. Se
prosiguié con lavados en agua, y en seguida con carbonato de litio se realizé el
viraje de la hematoxilina. A continuacion se tiid con eosina, al ser un colorante
anionico tiid estructuras basicas como el citoplasma. Para finalizar se enjuagaron
las laminillas en agua y se procedi6 a deshidratar los cortes. Se coloco resina sobre

los tejidos para posteriormente cubrir con el cubreobjetos.

7.6.1 Andlisis de islotes pancreaticos

Las imagenes de los islotes pancreéticos se observaron con el microscopio

compuesto Leica DM 2500 (Leica, Switzerland) acoplado a una lampara digital Leica
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DFC 290 HD, adquiriendo a través de ella las imagenes en la escala de 20x. Se

observaron 4 laminillas de cada grupo.

Con las imagenes fotografiadas se procedié al andlisis en el programa de Image J
1.40 (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

Con este programa se cuantifico:

e Area de islote

e Numero de células

Se consider6 como islote aquella figura que tuviese una forma circular u ovalada,
cuyo citoplasma fuese rosa y ndcleos purpura, descartando islotes rotos o0 menores

a 4 células [63].

7.7 Inmunofluorescencia

Tras la desparafinacion y rehidratacion, se llevo a cabo la recuperacion del antigeno,
mediante un bafio de buffer de citrato, cuya funcion es romper los enlaces entre las
proteinas y la formaleina. Posteriormente se permeabiliza la membrana con buffer
de perforacion, el cual contiene el 0.3% Triton X-100 (Calbiochem, Darmstadt,
Germany), este se encarga de solubilizar las proteinas presentes en la membrana
celular; tras una incubacion se agregaron los anticuerpos primarios especificos para
Insulina (1:150, Sigma) y Glucagon (1:4500, Sigma). Las laminillas se incubaron
toda la noche, en una camara humeda para evitar que se secaran. Al dia siguiente
se realizaron lavados con suero normal de cabra al 1% (NGS 1%, Microlab,
Aguascalientes, México), a fin de bloquear sitios probables de unién inespecifica
gue pudo generarse con el anticuerpo primario. A continuacion se agregan los
anticuerpos secundarios, estos deben ser afadidos en un lugar oscuro, con la
menor cantidad posible de luz, ya que al estar unidos al fluorocromo, pueden perder
su fluorescencia; también se debe tener especial cuidado que en la informacion que
viene en los anticuerpos secundarios especifique contra que especies reacciona,
para tener la certeza que puedan reconocer a los anticuerpos primarios. Se
emplearon anticuerpos secundarios acoplados a FITC (1:200, Jackson) y Cy3
(1:800, Jackson). Por udltimo se tifieron los nucleos con DAPI (DAPI Sigma).
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Finalmente se agregd medio de montaje para fluorescencia (Dako) sobre la

laminilla, colocando por ultimo el cubreobjeto y sellando las laminillas con barniz.
7.7.1 Andlisis de area de células a y

Las imagenes de los islotes pancreaticos se observaron con un sistema de
microscopia de campo amplio Axioskop 2 plus (Zeiss, Thornwood,NY) acoplado a
una lampara de fluorescencia de mercurio (FluoArc), las imagenes se adquirieron
con una camara Axiocam Rm. Se observaron 4 laminillas de cada raton, de cada
grupo. Por cada islote, tomamos tres fotos, una perteneciente a insulina (células-B),
otra a glucagon (células-a) y otra a DAPI.

Con las imagenes fotografiadas se procedi6 al analisis en el programa de Image J
1.40 (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

Con este programa se cuantificé:

e Porcentaje de células-a
e Porcentaje de células-f3
e Numero de nucleos en area a
e Numero de nucleos en area 3

e Contenido de insulina en islotes pancreéticos

Consideramos a un islote aquel grupo de 4 o mas células [63].

7.7.2 Andlisis de tejidos pancreéticos

En cuanto la imagen del tejido se observaron utilizando un microscopio Olympus
1X70 (Tokyo, Japdn) acoplado a una lampara de halégeno y se adquirieron las
imagenes del corte con una camara Hammamatsu (Hammamatsu City, Japan) los

parametros de configuracion fueron similares para todas las laminillas.

Las imagenes obtenidas se analizaron con el programa de Image J 1.40 (Research

Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

Cuantificando:

e Area de tejido
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7.8 Viabilidad celular

Los islotes son agregados de células, las cuales pueden ser viables o no; dicha
condicion es evaluada a través de la tincion con ioduro de propidio. El objetivo de

este analisis es cuantificar el porcentaje de células viables dentro de un islote [64].

Esta basado en el principio de que las células apoptdticas son caracterizadas por
presentar DNA fragmentado y, consecuentemente, la pérdida del contenido
nuclear. El ioduro de propidio (PI) es un fluorocromo que tiene la capacidad de
unirse a la doble cadena de DNA y obtener una evaluacion rapida y precisa del
contenido celular del DNA. El Pl no puede atravesar la membrana plasmética
intacta, solo atraviesa aquella que es permeable o que este comprometida. Se
intercala entre las pares de bases que tengan poca o nada de secuencia. Al
observarse en microscopio emite una fluorescencia roja, que nos indica muerte

celular; su excitacion maxima es de 535nm y la emision de 617nm [65].

Partimos de la desparafinacion y rehidratacién de las laminillas, y se procedié de la
misma manera tal como en la inmunofluorescencia; recuperacion del antigeno, se
dibujé la zona hidréfoba alrededor del tejido; permeabilizaciébn con buffer de
perforacion, y la incubacion del anticuerpo primario, en este caso solo se empleo el
anticuerpo de Insulina (1:150, Sigma). Las laminillas se incubaron a 4°C por toda la
noche, en una camara humeda. Al dia siguiente se realizaron lavados con suero
normal de cabra al 1% (Microlab, Aguascalientes, México), y se incubo por 1 hora
el anticuerpo secundario FITC (1:200, Jackson), se lavaron las laminillas con PBS
1X. Posteriormente los nucleos se tifieron con DAPI (DAPI Sigma) y enseguida se
agrego el PI (Vectashield) que se encontraba en medio de montaje, por ultimo se

cubrieron con el cubreobjetos y se sellaron las laminillas con barniz.

7.8.1 Analisis de viabilidad

Las imagenes de viabilidad celular se observaron con un sistema de microscopia
de campo amplio Axioskop 2 plus (Zeiss,Thornwood,NY) acoplado a una lampara
de fluorescencia de mercurio (FIuoArc), las imagenes se adquirieron con una

camara Axiocam Rm. Se observaron 4 laminillas de cada ratén, de cada grupo.
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Capturando por cada islote tres fotos, una perteneciente a insulina (céluas-B), otra

a ioduro de propidio y otra a DAPI.

Con las imagenes fotografiadas se procedi6 al andlisis en el programa de Image J
1.40 (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).
Con este programa se cuantifico:

e NuUmero de nucleos teflidos con DAPI

e NuUmero de nucleos teiidos con Pl

7.9 Analisis estadistico

Los datos representan la media =+ ES. n es el nUmero de muestras 0 sujetos
evaluados. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando del software GraphPadPrism
(AbacusConcepts, Berkeley, CA, USA). Los datos se analizaron por medio de una
prueba de ANOVA. Los valores de p menores a 0.05 son considerados como

estadisticamente significativos.
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8. Resultados
Peso corporal y fagia

A lo largo del experimento se realizo un registro del peso y consumo de alimento
de los animales en los diferentes grupos anteriormente mencionados. El grupo NG
(no gestante) fue el control, con respecto a este grupo se compararon los restantes

para conocer si la diferencia existente entre ellos era estadisticamente significativa.

La grafica siguiente muestra los resultados obtenidos durante una etapa normal (no
gestante), al inicio de la gestacion (G0), pico maximo (G14) y al final de esta (G18);
y durante la lactancia, al inicio (L1), mitad (L11) y final (L21).

Los animales no gestantes tuvieron un peso entre 20 y 21g y su consumo de

alimento lleg6 a ser de 1g por dia.

Al dia 14 de gestacion tanto en el peso como en el consumo de alimento hubo un
incremento estadisticamente significativo (P<0.05). ElI peso fue de 31.7 y el
consumo llegé a ser de 5g por dia, dicha cantidad de alimento fue la maxima
consumida durante la gestacién por las hembras, esto es atribuido al aumento de la

demanda energética por parte de los fetos.

Al dia 18 de gestacion los animales contindan con un incremento estadisticamente
significativo (P<0.05) Unicamente en el peso corporal, en este dia los animales

llegan a pesar 38.1g, siendo casi el doble del peso de un no gestante.

Durante la lactancia la diferencia en el peso y el consumo de alimento de los
animales es significativa; tras haber parido, el animal pierde peso, llegando a tener
medidas similares a un no gestante. Al dia 11 el peso del animal aumenta a 28.8g,
asi como su ingesta de alimento la cual es de hasta 12g por dia; al final de la
lactancia dia 21, el animal pierde entre 1y 2g de peso Yy su consumo de alimento
comienza a disminuir. A partir de lo anterior, podemos pensar que durante la
lactancia hay una mayor demanda de energia por parte del organismo de la madre,
por lo cual requiere una mayor ingesta de alimento, esto no significa que su peso

sera similar al que presentan durante la gestacion.
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Grafica 10. Peso corporal y consumo de alimento en gramos. Gréafico azul representa el peso
corporal; grafico amarillo pertenece al consumo de alimento. Ambos aspectos se monitorearon todos
los dias por la mafiana. Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado con el control, no
gestante.

Curva de tolerancia a la glucosa

Para poder conocer la glucemia en estado de ayuno y post-prandio se realizaron
curvas de glucosa. En la siguiente grafica se muestran los resultados obtenidos tras
la administracion de glucosa a los minutos 15, 30, 60 y 120 en animales no
gestantes (NG), gestantes (dia 14) y lactantes (dia 1,11 y 21).

La curva perteneciente a los no gestantes presenta un comportamiento normal, su
concentracion inicial es de 94 mg/dl; al minuto 15 muestra la maxima concentracion
gue es de 207.1 mg/dl; al minuto 30 empieza a disminuir por efecto de la insulina a
una concentracion de 162.6 mg/dl; al minuto 60 la concentracion es de 132.11mg/dl

y al 120 la concentraciéon vuelve a ser similar a la del tiempo 0.

La curva de los gestantes al dia 14 presenta en general un aumento en la

concentracion a los diferentes tiempos. La concentracion inicial de glucosa aumenta
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un 7% en comparacion a los valores de un animal no gestante; al minuto 15 la
concentracion aumenta un 18% manteniéndose hasta el minuto 30 como
consecuencia de la resistencia a la insulina presente en esta etapa, a partir del
minuto 60 la concentracion de glucosa empieza a descender llegando a tener una

concentracion promedio de 107mg/dl.

Al dia 1 de lactancia los animales registran las mayores concentraciones de glucosa;
al minuto 0 la concentracion esta elevada un 8%, al minuto 15 y 30 se puede
apreciar el maximo incremento, la concentracion en ambos tiempos se eleva hasta
un 55%, al igual que en el grupo gestante a partir del minuto 60 la concentracién de

glucosa empieza a disminuir.

Al dia 11 y 21 los animales empiezan a tener concentraciones similares a las que

tienen los animales no gestantes.

350 - *
l No gestante
— 300 - Gestacion 14
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Lactancia 1
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Tiempo transcurrido desde la 12 administracion de glucosa

Gréfica 11. Curva de glucosa. Grafica verde corresponde al grupo control, no gestante. Grafica
amarilla corresponde al grupo gestacion al dia 14. Gréfica azul pertenece al grupo de lactancia dia
1. Gréfica naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11. Gréfica guinda corresponde al grupo de
lactancia dia 21. Las mediciones se realizaron tiempo 0, a los 15, 30, 60 y 120 minutos. Los datos
representan la media + ES. *p<0.05 comparado con el control, no gestante.
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Area bajo la curva

A través de la determinacion del area bajo la curva se logré conocer el

comportamiento tanto de los tejidos insulino dependientes

como de no

dependientes, este tipo de andlisis permite inferir e identificar la pérdida de
sensibilidad y resistencia a insulina, respecto de la velocidad de absorcion de

glucosa por los tejidos.
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2262 2602 3184 2083 1975

Gréfica 12. Area bajo la curva de tejidos no dependientes de insulina. a) Glucosa AUC no
gestantes. b) Glucosa AUC gestantes dia 14. ¢) Glucosa AUC lactantes dia 1. d) Glucosa AUC
lactantes dia 11. e) Glucosa AUC lactantes dia 21. f) Tabla del area bajo la curva de cada grupo.

Cada una de las curvas se obtuvo en el programa GraphPad Prism 5.

La primera area bajo la curva (a) corresponde al grupo de ratones no gestantes;
donde podemos observar el comportamiento normal en tejidos no dependientes de
insulina. Este tipo de determinantes matematicas puede ser calculada mediante la
integral definida de a hasta b de f (x) dx, ya que f es una funcién continua, positiva

y la regidon R esta limitada por los puntos ay b.

El area de los animales control correspondi6 a un valor de 2262. La siguiente area
bajo la curva (b) corresponde al grupo gestante al dia 14, donde se observa un
cambio en la pendiente, por lo que se puede suponer un cambio en el &rea bajo la
curva, el cual correspondié a un incremento del 15% respecto del control. Esto
sugiere un descenso en la velocidad de recaptura por los tejidos no dependientes,
la cual es caracteristica de la presencia de resistencia insulina. En el primer dia de
lactancia (c), el area bajo la curva incremento a un valor de 3184, es decir 41%. Sin
embargo, a partir del dia 11 (d) comienza a disminuir el area bajo la curva (2083),
lo que indica que hay un mejor metabolismo de la glucosa, asociado al
requerimiento de los lactantes. Finalmente, el grupo lactante de 21 dias presento
un area bajo la curva de 1975, confirmando el comportamiento del grupo lactante a

largo plazo.
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Gréfica 13. Tejidos dependientes de insulina. a) Glucosa AUC no gestantes. b) Glucosa AUC
gestantes dia 14. c) Glucosa AUC lactantes dia 1. d) Glucosa AUC lactantes dia 11. €) Glucosa AUC
lactantes dia 21. f) Tabla del area bajo la curva de cada grupo. Cada una de las curvas se obtuvo en

el programa GraphPad Prism 5.
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La primera gréfica (a) representa el comportamiento normal de los tejidos
dependientes de insulina del grupo control, donde el area bajo la curva corresponde
al valor de 15858. En del dia 14 de gestacion (b) hay un cambio en la pendiente
implicando un cambio en el area donde ocurrié un incremento del 16%; lo anterior
sugiere una disminucién en la velocidad de captura por los tejidos dependientes. En
la siguiente grafica (c) tenemos los valores de lactancia al dia 1 donde hubo un
incremento del area bajo la curva del 46% correspondiente a un valor de 23196. A
partir del dia 11 (d) el area bajo la curva comienza a disminuir (15520), lo que indica
que hay una mejor respuesta por parte de los tejidos hacia la glucosa, como
resultado de la lactancia. La ultima grafica (e) corresponde al grupo lactante de 21
dias, donde se aprecia un cambio en la pendiente lo cual implica un cambio en el

area bajo la curva, cuyo valor es de 14276.

Peso de pancreas

El peso del pancreas en un animal normal, no gestante, es de 0.26 g. Al dia 14 de
gestacion hay un aumento significativo (p<0.05), el peso incrementa un 65% con
respecto de lo normal. Durante la lactancia al dia 1 y 21, también existe un aumento
significativo (p<0.05), ambos grupos tienen un incremento del 62% con respecto de
nuestro grupo control, no gestante. Si bien el grupo de lactancia al dia 11 no
presenta diferencia significativa respecto al control, tampoco lo hace con respecto

a los grupos de lactancia al dia 1y 11.

El aumento de peso del pancreas esta relacionado tanto con la proliferacion de
células del islote de Langerhans como de las células acinares, principalmente con
estas Ultimas ya que el pancreas exocrino representa un 98% del volumen total,
durante la gestacion y lactancia, la vascularizacion se ve modificada por las

diferentes necesidades del organismo.
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Grafica 14. Peso de pancreas, el grafico en verde corresponde al grupo no gestante; grafico amarillo
corresponde al grupo de gestacién al dia 14; gréafico azul pertenece al grupo de lactantes al dia 1;
gréfico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; grafico guinda corresponde al grupo de
lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado con el control, no
gestante.

Valoracién anatomopatoldgica por tincion de H&E

Como se pudo observar en la gréafica anterior, el peso del tejido total cambio como
consecuencia de las modificaciones en el pancreas exocrino y endocrino; nuestro
trabajo esta enfocado a los cambios acontecidos en los islotes de Langerhans, por
tal motivo se decidio realizar una valoracidon anatomopatolégica por tincion de

hematoxilina-eosina.

En la tincion de los cortes histologicos, observamos que el citoplasma de las células
acinares tiene una coloracion rosa intensa, debido al caracter eosinofilo conferido
por la presencia de RER, dicha eosinofilia disminuye desde la zona central hasta la
parte apical; en la periferia las células son menos eosindéfilas y por ende su
coloracién tiene una tonalidad mas tenue. En cuanto a los islotes de Langerhans,
son estructuras circulares u ovaladas, se encuentran delimitados por las células
acinares; su citoplasma tiene una tincion mas palida comparada con la del tejido
exocrino. Los nucleos de las células son purpura por la tincién de la hematoxilina,

la cual tifie estructuras acidas (figura 15).
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Figura 15. Anatomopatologia de pancreas. a) islote del grupo no gestante, la flecha amarilla sefiala
a las células acinares, mientras que en el cuadro amarillo se encuentra el islote pancreéatico; n=200
islotes. b) islote del grupo gestacion dia 14, el cuadro superior derecho muestra nicleos de las
células que conforman al islote; el segundo cuadro es un acercamiento del citoplasma del islote;
n=200 islotes. c) islote del grupo lactancia dia 1; n=200 islotes. d) islote del grupo lactancia dia 11;
n=200 islotes. e) islote del grupo lactancia dia 21; n=200 islotes. Todas las imagenes fueron
observadas a 20x, tefiidas con H&E. Barra de escala 50 p.

Tamafo promedio de islotes

Dentro del analisis que se realizO con respecto a los tamafios de los islotes
pancreaticos, se obtuvieron los siguientes resultados.

En nuestro grupo control, no gestante; la medida promedio de los islotes fue de
6,072 p2.
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Al dia 14 de gestacion (G14), los islotes pancreéticos alcanzan su tamafio maximo;
en este dia se observa un aumento significativo (p<0.05) correspondiente a un 92%
con respecto al tamafio promedio del control, no gestante; este aumento es la
respuesta ante la resistencia a la insulina que permite mantener la homeostasis de

la glucosa.

Tras terminar el estimulo fisiolégico de la gestacion, lactancia dia 1, los islotes
pancreaticos experimentan una disminucién en su tamafio promedio en donde la

mayoria de ellos miden menos de 10,000 p?.

En el dia 11 de lactancia los islotes vuelven a experimentar un aumento significativo
de tamafo (p<0.05), el tamafio promedio de los islotes es de 11,800 u?

correspondiente a un incremento del 96% comparado con nuestro grupo control.

Al final de la lactancia el tamafio de los islotes disminuye, llegando a encontrar

islotes con dimensiones similares a las de nuestro grupo control.
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Gréfica 16. Tamafio promedio de islotes, el grafico en verde corresponde al grupo no gestante;
grafico amarillo corresponde al grupo de gestacién al dia 14; grafico azul pertenece al grupo de
lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; grafico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado

con el control, no gestante.
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Numero de células por islote

Los islotes de animales no gestantes (NG) llegan a presentar alrededor de 60
células/islote.

En el dia 14 de gestacion en donde se encontré un incremento del tamario total, se
pudo observar que los islotes promedian 85 células/islote, correspondiente a un
incremento del 41% en comparacién con nuestro control, no gestante; sin embargo
dicho aumento no es estadisticamente significativo.

De forma similar al dia 11 de lactancia, se registra un aumento donde los islotes
presentan en promedio 91 células/islote, equivalente a un incremento del 50% con
respecto al control.

A pesar que dichos cambios no son significativos, a nivel fisiologico nos permiten
conocer si el aumento en el tamafio de los islotes esta relacionado con el incremento
en el numero de células/islote, es decir por hiperplasia; o en contraste, por un

aumento en el tamafio de las células, es decir, por hipertrofia.
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Grafica 17. Numero de células por islote, el grafico en verde corresponde al grupo no gestante;
gréafico amarillo corresponde al grupo de gestacion al dia 14; grafico azul pertenece al grupo de
lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; grafico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES.
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Pardmetros histomorfométricos del islote pancreético

En dichos parametros se considero el area del tejido, la densidad numérica del islote

(islotes/pancreas), y el area individual de célula-f3.

RETETN [\ [o) Gestantes Lactantes Lactantes Lactantes
histomorfométricos gestantes dia 14 dial dia 11 dia 21

s

Numero de 21 15 16 13
islotes/pancreas (N/mm?)

Tabla 18. Pardmetros histomorfométricos del islote pancreatico, en animales no gestantes,
gestantes al dia 14; y lactantes al dia 1,11 y 21. Celdas blancas corresponden al area del tejido en
mm?; celdas azules corresponden a la densidad numérica del islote (ntimero de islotes/pancreas).

Los resultados de la tabla anterior nos indican que el grupo de los animales control,
no gestantes, tienen un area de tejido de 1.03 mm?. Al dia 14 de gestacién (G14) y
21 de lactancia (L21) presentan un aumento significativo (p<0.05), correspondiente

al 26% respecto del control.

Con el dato del area y tras haber contabilizado los islotes en cada tejido, se calcul6
la densidad del islote, la cual se refiere al niUmero de islotes/mm?. Los resultados
fueron los siguientes; en el grupo de los no gestantes (NG), se encuentran 21
islotes/mm?. Los resultados de los demas grupos presentaron diferencias
estadisticamente significativas. El grupo de los gestantes tuvo una disminucion del
48% respecto al control. En cuanto a la etapa de lactancia, al inicio hubo una
disminucién del 39%; al dia 11 fue de 29%; y al final de esta etapa de 24%, respecto

al control.

Relacionando el area de tejido con el nimero de islotes/ mm?; tenemos que el grupo

de los gestantes tiene en total 21 islotes en toda su area; lactantes dia 1 tiene 25
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islotes en toda el area; lactantes dia 11 tienen 21 islotes en toda el area; y al dia 21

tienen 30 islotes en toda el area.

Area individual de célula-B

) 5.65

Tabla 19. Pardmetros histomorfométricos del islote pancreéatico, en animales no gestantes,
gestantes al dia 14; y lactantes al dia 1,11 y 21. Celdas cafés corresponden al area individual de
célula-f.

En la anterior tabla se muestra el area individual de célula-B. En el grupo control, no

gestante, el area de la célula es de 5.65 p2.

Durante la gestacion al dia 14 y lactancia al dia 1, 11 y 21, hubo cambios

estadisticamente significativos (p<0.05).

En la gestacién el tamafio del area incremento a 8.38 p? correspondiente a un 48%

con respecto al grupo control. Mientras que en la lactancia al dia 1y 21 el incremento
fue de 30%, y al dia 11 el aumento correspondié a un 34% con respecto al control.

Dichos resultados demuestran que tanto en la gestacién como en la lactancia las
células son hipertroficas.

Inmunofluorescencia

Tras conocer el area del tejido y el tamafio del islote, decidimos analizar cortes
histologicos a través de la técnica de inmunofluorescencia para saber cudl era el
area correspondiente a las células-a y de las células-$; dado que estas conforman

principalmente el islote pancreatico.
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Figura 20. Células-a y células-B en los islotes pancreaticos. a) islote del grupo no gestante, el
ovalo amarillo delimita al islote pancreatico; n=250 islotes. b) islote del grupo gestacién dia 14,
n=250. c) islote del grupo lactancia dia 1, dentro del cuadro amarillo se encuentra un ducto
pancreético; n=250 islotes. d) islote del grupo lactancia dia 11; n=250 islotes. e) islote del grupo
lactancia dia 21, en el cuadro superior izquierdo hay un acercamiento a las células-a (color rojo),
mientras que en el cuadro superior derecho hay un acercamiento a las células-f (color verde); n=250
islotes. Todas las imagenes fueron observadas a 20x, tejidos tefiidos con insulina (verde), glucagon
(rojo) y DAPI (azul). Las barras equivalen a 50 p.

Porcentaje de células-a

Los islotes pertenecientes al grupo control, no gestante; tienen el porcentaje mas
alto de células-a en comparacién con el resto de los grupos, presentando un 16.08%

de estas células, que se encuentran distribuidas en la periferia del islote.
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Durante la gestacion al dia 14 y la lactancia al dia 1,11 y 21; hay una disminucién
significativa (p<0.05) en el porcentaje de células presente en los islotes.

En el grupo de gestacion (G14) y lactancia dia 11 (L11), el porcentaje de células
disminuye un 48% con respecto al grupo control. La mayoria de las células-a del
grupo gestacién (G14), se encuentran polarizadas en el islote; sin embargo en
aguellos islotes de mayor tamafio se puede observar como estas células lo
atraviesan por la mitad.

Al inicio de la lactancia (L1) las células-a se encuentran polarizadas, su decremento
corresponde a un 42%; para el final de esta etapa (L21) las células-a disminuyen

un 60% respecto al grupo control.
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Gréfica 21. Células-a (%) por islote de Langerhans. el grafico en verde corresponde al grupo no
gestante; grafico amarillo corresponde al grupo de gestacién al dia 14; grafico azul pertenece al
grupo de lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; gréafico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado
con el control, no gestante.

Porcentaje de células-B

Por otra lado, el porcentaje de células- de los islotes del grupo control, no gestante

(NG), fue de 83.43%.
En la gestacion (G14) y lactancia (L1, L11, L21) hay un aumento estadisticamente

significativo (p<0.05).
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En el grupo de los gestantes el incremento de las células- corresponde a un 9%;
al dia 1 y 11 de lactancia el aumento es de 11% con respecto al control; una
caracteristica de los islotes pancredticos al inicio de la lactancia (L1) es que se
encuentran proximos a ductos pancreaticos.

Al final de la lactancia (L21) las células-B incrementa un 12%, respecto al grupo
control.

Este aumento en las células-B genera que los islotes tengan un mayor tamafio por

hipertrofia, y ocupen una mayor area dentro del tejido [6].
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Graéfica 22. Células-B (%) por islote de Langerhans. Gréafico en verde corresponde al grupo no
gestante; gréafico amarillo corresponde al grupo de gestacion al dia 14; grafico azul pertenece al
grupo de lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; grafico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado
con el control, no gestante.

Viabilidad

A través del analisis anterior obtuvimos el porcentaje de células-a y 3 presente en
los islotes de cada grupo, no obstante hasta este punto se desconocia la dinamica
celular respecto a su viabilidad, por tal motivo se realizd otro analisis donde se
empled ioduro de propidio como marcador de muerte celular, ya que es un
intercalante que se une Unicamente a pares de bases que tengan poca o nada de
secuencia, como se encuentran en células muertas.
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Se consider6 a una célula no viable, a aquella que tuviera una coloracion morada o
roja; esta coloracion es generada por el empalme del color azul (DAPI) y rojo (ioduro
de propidio). En algunos de nuestros islotes los eritrocitos fueron tefidos por el
loduro de propidio, dando un marcaje naranja como se aprecia en la imagen 24.b.

Eritrocitos
teiidos

Célula no,
viable

Nucleos
DAPI

Figura 24. Viabilidad celular con loduro de propidio. a) islote del grupo no gestante, dentro del
cuadro amarillo se encuentra el islote pancreatico; cuadro rojo muestra célula no viable, cuya
coloracion es morada; n=86 islotes. b) islote del grupo gestacién dia 14; cuadro rojo muestra célula
no viable, cuadro amarillo muestra eritrocitos tefiidos con ioduro de propidio; n= 120 islotes. c) islote
del grupo lactancia dia 1; cuadro rojo muestra célula no viable; n=120 islotes. d) islote del grupo
lactancia dia 11; cuadro rojo muestra célula no viable, n=120 islotes. e) islote del grupo lactancia dia
21; cuadro rojo muestra célula no viable; n=120 islotes. Todas las imagenes fueron observadas a
20x, tejidos tefidos con ioduro de propidio (rojo), insulina (verde) y DAPI (azul). Las barras equivalen
a 50 p.
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Porcentaje de viabilidad

El siguiente grafico nos muestra los resultados de viabilidad. Los islotes
pertenecientes a los animales no gestantes presentan un 93.3% de viabilidad. Al dia
14 de la gestacion la viabilidad tiene un aumento relevante a nivel fisiologico
correspondiente a un 3.3% respecto al control, no gestante. Al dia 1 de lactancia
hay una disminucién en la viabilidad de las células, el pancreas materno empieza a
regresar a condiciones normales, no-gestante. A mitad de la lactancia dichos
cambios contintan reajustando la modelacién de las células-B; al final de esta etapa

la viabilidad disminuye un 7% con respecto al grupo control.
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Gréfica 25. Porcentaje de viabilidad celular. Gréafico verde corresponde al grupo no gestante;
gréfico amarillo corresponde al grupo de gestacion al dia 14; gréfico azul pertenece al grupo de
lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; gréfico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21.

Contenido de insulina en células-B

Por ultimo, se realizé un analisis para determinar de manera indirecta el contenido
de insulina en las células-B. En este analisis se midi6 la densidad éptica a través del

programa Image J; se eligio una imagen representativa y se paso a escala de grises;
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a través de estas imagenes se cuantificé la intensidad de fluorescencia a través de
una regresion lineal. Entre mayor fluorescencia en la imagen, mayor cantidad de

insulina almacenada en las células-.

En la siguiente gréafica se puede observar el contenido de insulina en células- de
cada grupo. En nuestro grupo control, no gestante (NG); la intensidad fue de 0.86
UA; durante la gestacion (G14) y lactancia al dia 1 y 21 (L1 y L21) la intensidad de

la fluorescencia disminuy6 con respecto a nuestro grupo control.

En el grupo gestante la intensidad disminuy6 un 28% respecto al control; al inicio de
la lactancia un 31% vy al final de esta un 59%.

1.0+

G14 L1 11 L21

Intensidad de fluorescencia en células-B

Grafica 26. Contenido de insulina en células-B, el grafico en verde corresponde al grupo no
gestante; grafico amarillo corresponde al grupo de gestacién al dia 14; gréfico azul pertenece al
grupo de lactantes al dia 1; grafico naranja pertenece al grupo de lactantes al dia 11; gréafico guinda
corresponde al grupo de lactancia dia 21. Los datos representan la media + ES.
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9. Discusion de resultados

En el presente trabajo se investigo el papel regulador sobre el metabolismo de la
glucosa de las células- pancreaticas durante la gestacion y lactancia en el ratén.
Durante la etapa de gestacion, un conjunto muy coordinado de adaptaciones
metabdlicas permite a la madre manejar tanto sus necesidades energéticas no sélo
para si misma, también las de los fetos al alimentarlos continuamente durante el
periodo de gestacion [66]. En el presente estudio pudimos observar cambios
relevantes en el peso de los ratones gestantes, asi como, modificaciones en el
manejo sérico de la glucosa en los que existen cambios estadisticamente
significativos en relacion a la tolerancia del carbohidrato en el periodo evaluado
correspondiente al dia 14 de gestacion, y que adicionalmente mostraron cambios
de mayor relevancia al inicio de la lactancia, regresando paulatinamente a sus
condiciones “basales” conforme esta avanzd, como muestra la evidencia al dia 11
y 21 de la misma. Durante el periodo de gestacién, la alimentacién, resistencia a la
insulina y la hiperinsulinemia compensatoria progresiva parecen promover el
almacenamiento de nutrientes y grasa materna, lo cual coadyuva a disponer
posteriormente de estos en los momentos de mayor necesidad para el desarrollo de
los fetos. Este tipo de fisiologia materna y comportamiento bioquimico se ven
acompafnados de una limitada absorcion en la Gltima etapa de la gestacion, en la
cual los tejidos maternos son limitados a una minima disposicion de nutrientes para
si misma y un mayor flujo de nutrientes a los fetos, asi como un mayor resguardo

de macromoléculas altamente energéticas [66].

Son dos las etapas que se presentan en la gestacion; en la primera la madre tiene
un metabolismo anabdlico, favorecido por un aumento en la lipogénesis; a nivel de
tejidos periféricos se reduce la utilizacion de glucosa, con excepcidon del tejido
adiposo, el cual responde de manera eficiente tal y como lo muestra la segunda
porcién curva de glucosa (60 — 120 min) correspondiente al dia 14 de gestacion, asi
como la anatomia del animal, el cual al ser sacrificado se podia observar la gran
cantidad de grasa presente principalmente en las zonas abdominal y del epididimo.
Tanto en los seres humanos como en animales, bajo condiciones de estado

energéticamente estacionario, el balance energético determina las concentraciones
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circulantes de leptina, la cantidad de esta hormona determina la dinamica del tejido
adiposo corporal, es decir, la leptina puede considerarse un indicador de resguardo
para el tejido adiposo en relacién a la movilidad de triglicéridos [67]. Por lo tanto, la
produccion de leptina puede ser paralela al proceso de la acumulacion de grasa en

los adipocitos en lugar de, o ademas de, la cantidad de grasa almacenada [68].

El embarazo humano normal sélo es superado por la lactancia como el periodo mas
activo de anabolismo controlado y se caracteriza por alteraciones significativas en
la composicion corporal y del metabolismo energético. El rango de variacion de peso
en el embarazo es extenso, que van desde la pérdida de peso real a un sobre peso
gue puede estar caracterizado por una ganancia de mas de 23 Kg [69]. Sin
embargo, esta ganancia de peso parece estar gobernada por condiciones intra-
individuo, ya que la cantidad de grasa corporal ganado durante el embarazo entre
individuos puede ser muy diferente [70]. El peso ganado, independientemente del
numero de crios, proporciona una reserva de energia durante el embarazo y
después la lactancia [71]. En el embarazo, también se caracteriza por aparicion de
fendmenos de resistencia a la insulina [72]. Conforme progresa el embarazo, el
mantenimiento de la normoglucemia se asocia con el aumento progresivo de la
insulina circulante, independiente del estatus de sefializacioén de la hormona, lo cual
también puede ser asociado con una perdida en la sensibilidad a la insulina y no
como una verdadera resistencia a insulina [72, 73]. La hiperinsulinemia mostrada
por la madre también debe ser considerada en el feto, en el cual estimula el
crecimiento y modula el peso al nacer y el desarrollo de grasa corporal que sera
indispensable para la manutencion energética y fisiologica de este al nacimiento
[74]. En concordancia con la hipotesis de Pedersen, la glucosa materna esta

intimamente asociada con el peso al nacer [75-77].

Ademas, diversos estudios han encontrado una relacion estrecha entre los lipidos
maternos y el crecimiento del feto, especialmente los triglicéridos y HDL-colesterol;
un estudio reciente demostrd que el colesterol total es de importancia similar a la
glucosa materna para peso al nacer [78]. Asi mismo, Freinkel ha propuesto que una

"mezcla" de nutrientes maternos (glucosa, lipidos y aminoacidos) no sélo afecta el
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crecimiento y el desarrollo fetal, sino que también es condicionante para el posterior
desarrollo de patologias [79]. Por lo que el aumento de los triglicéridos maternos se
atribuye a un efecto de los estrégenos sobre el higado, lo cual se ha descrito aln
en el embarazo temprano, exagerado por el aumento de resistencia a la insulina
progresiva paralelamente a la gestacién [80]. La transferencia de glucosa a través
de la placenta de la madre al feto esta mediada tanto por difusién pasiva, como por
transporte facilitado [81]. El colesterol se transfiere directamente, aunque los
mecanismos no se han entendido del todo [82], mientras que los triglicéridos se
descomponen en &cidos grasos y glicerol, que se transportan a través de la
placenta, y se reconstituye antes de la transferencia al feto [83]. Glucosa y acidos
grasos se utilizan para la produccion de energia por la placenta y el feto. Colesterol
y &cidos grasos se utilizan como elementos estructurales de las membranas
celulares y contribuyen a la sintesis de hormonas y otros mensajeros por el feto y la

placenta.

El feto ha sido descrito como un organismo dependiente de glucosa, siendo el
combustible primario para el feto, que representa alrededor del 80% del consumo
energético. ElI 20% restante de las necesidades energéticas fetales es
proporcionado por lactato, aminoécidos, y otros. Las tasas de utilizacion de glucosa
fetales (5-7 mg / kg / min) son mayores que en los adultos (2-3 mg / kg / min). En
este sentido, la placenta mantiene un suministro ininterrumpido continuo en el Gtero,
sello distintivo de la vida fetal por el proceso de difusidon facilitada [83]. Los tres

puntos clave en esta compleja regulacion del metabolismo de la glucosa fetal son:

e Aumento del gradiente de glucosa materno-fetal en dependencia de los
niveles de glucosa cuando disminuyen las condiciones fetales debido al
aumento en la absorcién de insulina dependiente de la glucosa por el tejido
adiposo y musculo esquelético.

e Aumento en la capacidad del transporte de glucosa a través de la placenta,

por un aumento de los transportadores de glucosa fetales.

La difusion de la glucosa esta mediada por una familia de proteinas

estructuralmente similar conocido como los transportadores de glucosa (GLUT)
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codificadas por una familia de genes SCL2A, los cuales en el feto se expresan de
manera especifica en los tejidos. GLUT 1 es la isoforma predominante en la mayoria
de los tejidos fetales y de la placenta [84]. El GLUT 1 ubicado en la membrana basal
celular es el transportador que conduce al paso limitante en los niveles de glucosa
fetales. El lado materno de la placenta tiene un mayor aumento de GLUT 1 hasta
de 5 veces mas que el lado fetal. Insulina, factores de crecimiento insulinico (IGF),
y otras hormonas y péptidos regulan su actividad y expresion. GLUT 1 es
considerado un trasportador de alta afinidad, ya que presenta una baja afinidad por
su sustrato (~60 mg/dL), sin embargo, en la placenta no se saturan hasta 198.235
mg/dL en relacion a los niveles de glucosa sérica materna, que son
significativamente por encima del nivel habitual [85]. Esto puede de hecho ser un
mecanismo de proteccion de los efectos adversos de la hiperglucemia grave. Con
la progresion de la edad gestacional, la transferencia placentaria de glucosa se ve
reforzada por el aumento de GLUT 1y GLUT 3. El GLUT 3 es mas eficiente, tiene
afinidad muy fuerte a la glucosa y pueden ser responsables de la transferencia del
carbohidrato inclusive a muy bajas concentraciones. La expresion de GLUT 4 es
sobre regulada por la hipoglucemia y hipoinsulinemia en musculo esquelético y
tejido adiposo, sin sufrir ninguin cambio en el cerebro, y disminuyendo su regulacién
con hiperglucemia, hecho particular en el sistema fetal y considerado como un

recurso celular de proteccion.

El gasto de energia del feto, medido por el consumo de oxigeno es de 55 kcal/kg/dia
y la cantidad de captacién de glucosa es de solo 32 kcal/kg/dia. Incluso si se reduce
el suministro de glucosa, el consumo de oxigeno fetal sigue siendo normal, ya que
el feto es completamente capaz de utilizar otros sustratos tales como lactasa, ceto-
acidos, aminoéacidos, acidos grasos, y glucégeno como combustible [86].
Rutinariamente, aproximadamente 40 - 50% del transporte de glucosa es utilizado
por placenta para la oxidacién o convertida en glucégeno y lactato. El feto utiliza
este lactato junto con la glucosa para la grasa y la sintesis de glucogeno. Con el
aumento de la gestacion, la lipolisis maternal proporciona el combustible para la
madre y precursores gluconeogénicos también para el feto. Normalmente, la

gluconeogénesis y la cetogénesis no se ven en el feto cuando el suministro de
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sustratos es adecuado. EI mantenimiento de la concentracion de glucosa materna
mediante el aumento de la produccién de glucosa y el desarrollo relativo de
intolerancia a la glucosa materna y resistencia a la insulina, son promotores

fisioldgicamente normales de la capacidad energética fetal [82].

Es por esto que el metabolismo durante la gestacion puede ser divido en dos
tiempos metabdlicamente relevantes, durante la primera mitad del embarazo se da
un aumento de la ingesta calorica la cual sustenta el crecimiento del feto y facilita la
deposicion de grasa materna bajo la insulina normales secrecion, por lo que es
considerada una fase materno anabdlica. Y en la segunda mitad de la gestacion es
considerada la fase catabdlica, la cual se define como el periodo de crecimiento
exponencial fetal, con transferencia continua de la glucosa y nutrientes al feto, en
donde la glucosa de ayuno y aminoacidos maternos son mas bajos. Se movilizan
las reservas de grasa materna y el resultado es hipertrigliceridemia, lo cual es
considerado como el "combustible flotante" es beneficioso tanto para la madre y el
bebé. El aumento de resistencia a la insulina (20 - 60%) es parte integrante de esta
fase, lo que resulta en un incremento de tres veces en los niveles de insulina
respecto de la etapa no gestante. El aumento de las hormonas lactdgeno placentaria
humana, progesterona y los estrogenos son en parte responsables de la insulina
resistencia. Estos cambios son acentuados en las Ultimas semanas del periodo
gestacional. Los procesos metabolicos maternos y los cambios hormonales
subyacentes conllevan a estados de “inanicion acelerada” de la madre, lo cual
garantiza el combustible para el feto a expensas de la madre. Regulacion hormonal
de la utilizacion de sustratos metabdlicos y el anabolismo en el feto es secundaria

a la oferta de sustratos nutrientes [87, 88].

La sensibilidad a insulina por los tejidos maternos se ve reducida al igual que la
capacidad de respuesta a la insulina, asociado con una disminucién de la expresion
tisular de la facilitacion del transportador de glucosa-insulina sensible, GLUT 4 [89].
Lo anterior es corroborado con el resultado obtenido en el andlisis del area bajo la
curva al dia 14 de gestacion; en el grafico 13b se puede apreciar un incremento del

15% en el area, el cual nos sefala la resistencia a la insulina desarrollada por parte
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del higado. De forma similar, el area correspondiente a los tejidos dependientes a
insulina al dia 1 de lactancia, muestran dicho incremento. Esto corresponde a una
pérdida de la sensibilidad periférica a la insulina, la cual se produce debido a
cambios sustanciales espectros de esteroides. Cambios importantes en el eje
hipotalamico influenciados por la actividad hipdfisis-suprarrenales-gonadas
determinan el crecimiento fetal y el momento del nacimiento. El aumento progresivo
de las hormonas contra reguladoras incluyendo la hormona de crecimiento
placentario (GH), glucocorticoides, cortisol, progesterona y citoquina inflamatoria
TNF (Factor de Necrosis Tumoral). EI TNF deteriora la sefalizacion de la insulina
por la disminucion de la actividad tirosina quinasa del receptor, mediante el aumento
de la fosforilacion de la serina IRS-1 [90, 91], y también por la supresion de la
adiponectina, que actia como un sensibilizador a la insulina [92-94]. El incremento
de factores de riesgo como la obesidad visceral, el gasto de energia baja, el alto
consumo de carbohidratos, la privacion del suefio, la etnia y antecedentes genéticos
interactian con el desarrollo de insulino resistencia y el mecanismo detras de este
fendmeno, es multifactorial con lo que se pueden propiciar cambios metabdlicos

relevantes tanto en la madre como en el feto [95].

Los esteroides sexuales, también conocidos como esteroides gonadales, son
hormonas esteroides que interfieren con los receptores de androgenos o
estrogenos. El efecto es mediado por mecanismos gendémicos que implican a los
receptores nucleares, asi como por mecanismos no gendmicos que involucran
receptores de membrana. Las dos clases principales de los esteroides gonadales
son estrégenos y androgenos. Sus derivados son estradiol y la testosterona, las
hormonas altamente significativas en la fisiologia de los mamiferos. Una tercera
categoria comprende los gestagenos con su principal representante de
progesterona. Tradicionalmente, el papel de los esteroides sexuales se ha atribuido
principalmente a los 6rganos reproductivos: la mama, Utero, ovarios, testiculos,
epididimo, prostata. Sin embargo, los datos han hecho evidente que los esteroides
desemperfian un papel esencial en la diferenciacién adecuada de diversas glandulas

y tejidos de los mamiferos durante el embarazo, por lo que los cambios que sufre la
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dinamica hormonal producen desérdenes criticos que llevan a la generacion de

resistencia a insulina y desarrollo de sindrome metabolico [96-98].

En el embarazo por otro lado, se ha informado menor biodisponibilidad de
andrégenos. Como consecuencia de la induccidon hepética de las hormonas
sexuales unidas a globulina durante el embarazo, el indice de andrégeno libre (FAI)
disminuye en comparaciéon con el inicio del embarazo [99]. ElI FAI en las mujeres
embarazadas aumenta significativamente la testosterona sérica y las
concentraciones de sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS), observandose
remarcado este fendbmeno durante en el segundo y tercer trimestre del embarazo,
conllevando a que la concentracidon de insulina en ayunas y el indice de insulino
resistencia HOMA-IR sean significativamente elevados, mientras que la glucosa en
ayunas a la proporcion de insulina (GIR) significativamente disminuida. Es
importante resaltar que este efecto, aunque se genera intraindivualmente de
manera diferente, la magnitud del mismo estéa en relacién a conductas alimenticias,
genéticas y el nimero de gestas por la madre [100]. Sin embargo, se ha mostrado
gue la hiperandrogenia que se puede generar durante el embarazo correlaciona con

la aparicion de insulino resistencia inducida [101].

Asi mismo, los gestagenos en los que son representados por prolactina la cual tiene
un papel importante en la sefalizacion de la insulina y la funcién del pancreas
enddcrino [102]. Se ha informado de ciertas caracteristicas diabetogénicas de la
progesterona con el pico a las 32 semanas de embarazo en humanos, factor que
explica el efecto en relacién con el aumento de resistencia a insulina debido a una
reduccion de la expresion de GLUT4 lo cual conlleva un riesgo implicito en el

desarrollo de diabetes gestacional [103, 104].

Por otro lado, de manera contraria en la etapa Il, donde el metabolismo es
catabdlico. Etapa en la cual, se utilizan los depdsitos de grasa almacenados durante
la etapa previa, dado que los nutrientes aportados por la alimentacion de la madre
no son suficientes, es en esta etapa donde el feto alcanza su maximo crecimiento.
La actividad lipolitica se ve favorecida y sus productos, acidos grasos libres (AGL)

y glicerol, son dirigidos al higado materno, donde los AGL son convertidos a cuerpos
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ceténicos y glucosa, y el glicerol a glucosa. Durante la gestacion tardia, los
productos lipoliticos también se utilizan para la sintesis de triglicéridos que se
liberan a su vez a la circulacion, en forma de las diferentes fracciones de
lipoproteinas, estas fracciones son captadas por la glandula mamaria para la
sintesis de la leche, y por la placenta para la hidrdlisis y la transferencia de acidos

grasos no esterificados liberados para el feto [81].

Al final del embarazo y principios de lactancia, la respuesta de los tejidos periféricos
a la insulina permanece severamente atenuada, pero se recuperan conforme la
lactancia avanza, a partir de la mitad de esta etapa. En la cual se sabe que la
secrecion de insulina aumenta como consecuencia al desarrollo de resistencia a la
insulina. Catalano et al [105] reportaron en la década de 1990 que la segunda fase
de la secrecion de insulina aumenta en casi un 300% durante toda la gestacion.
Esta adaptacion de secrecion de insulina se debe probablemente al aumento de las
hormonas maternas que coincide con el desarrollo de resistencia a la insulina
materna. Este hecho fue evidenciado por el area bajo la curva de los tejidos
dependientes de insulina en la figura 13 a — c. La insulina aparece en la circulacion
fetal entre las semanas 10 - 12 de edad gestacional. El metabolismo de la glucosa
fetal es relativamente independiente de los mecanismos de regulacion de
glucagon/insulina. La insulina es mas importante para mejorar el crecimiento que
para la regulacion de los combustibles metabdlicos durante la vida fetal. La insulina
estimula el crecimiento de los tejidos especificos (por ejemplo, adiposo, hepatico,
conectivo, esquelético y musculo cardiaco). Como pudimos observar en nuestros
resultados, una carga de glucosa provoca una respuesta de la insulina lento en los
ratones gestantes no diabéticos (dia 14). También se ha demostrado que la
hiperglucemia cronica no fisioldgica durante el embarazo, es propiciada por la
reduccion en la secrecion de insulina [83, 106]. Pero en contraste, el feto de una
madre diabética con hiperglucemia pulsétil responde con un lanzamiento rapido de
insulina [107]. El exceso de secrecion de insulina durante la vida fetal resultante a
partir de tales condiciones como la diabetes materna hace que el crecimiento de los

tejidos sensibles a la insulina desproporcionado, resultando en macrosomia. El
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efecto anabdlico de la insulina se ve reforzada por un efecto directo separado de la

insulina sobre proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK).

Las evidencias apuntan a que la insulina juega un papel importante en el éxito de la
lactancia. Durante la lactancia la glandula mamaria expresa receptores de insulina
y se vuelve extremadamente sensible a esta hormona; la glucosa circulante es
desviada preferentemente a la glandula mamaria a través de una via no insulino-
independiente para satisfacer las demandas de la lactogénesis. Esta desviacion
puede reducir la carga de glucosa en las células-B pancreaticas y preservar la

produccion de insulina a largo plazo [108].

Aunado a lo anterior, en esta etapa existen hormonas como la prolactina, que
pueden desempefiar un papel importante en la regulacion de la secrecion de
insulina y la homeostasis de la glucosa. Fisiolégicamente los niveles elevados de
prolactina inducen procesos adaptativos normales, mejora la homeostasis mediante
el aumento de accion de la insulina y aumenta la sensibilidad a la insulina hepatica
[108]. En esta etapa los niveles de insulina y de glucosa son significativamente
menores, mientras que la utilizacidbn de carbohidratos y gasto energético son

mayores [109].

Después del nacimiento, hay movilizacion de las reservas de grasa, principalmente
a nivel de las regiones supra-iliacas y del muslo, donde los de acidos grasos son de
tipo poliinsaturados de cadena larga. Estos lipidos del higado y el masculo (tejidos
no adiposos) son dirigidos hacia la glandula mamaria y participan en la sintesis de
la leche materna; lo que reduce el riesgo materno para desarrollar una enfermedad
metabdlica [109].

Con base en lo descrito, en el presente trabajo se encontré una mejora del area bajo
la curva al dia 11 y 21 post-natal en los que se lleva a cabo la lactancia, lo que es
indicativo de una mejor respuesta por parte de los tejidos hacia esta hormona y por
ende una disminucién en la resistencia a la insulina, con regulacién efectiva de la

glicemia circulante.
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Asi mismo se investigé la capacidad de respuesta pancreatica y los cambios
morfologicos que sufre el tejido a lo largo de la gestacion y lactancia. En este punto
pudimos observar que el peso de los pancreas se vio incrementados en todos los
tiempos analizados a lo largo del estudio, sin embargo, significativamente este
incremento se remarco al dia 14 de la gestacion, y en los dias lactancia 1 y lactancia
21. El incremento del peso pancreatico se ha descrito en relacion a estados de
insensibilidad a la insulina, lo que genera una regulacion positiva en la génesis
celular de los islotes la cual esta relacionada con el desarrollo del islote pancreético
hiperplasico [110]. El aumento de la replicacion de las células-B y la masa de células
en el pancreas es la respuesta fisiologica a la resistencia a la insulina inducida por

el embarazo [111].

El control 6ptimo de la concentracion de glucosa en sangre depende de los cambios
sutiles en la sintesis y secrecién de insulina por las células- y de su capacidad para
generar grandes incrementos en la secrecion de la insulina [112]. Es fundamental
gue los islotes mantengan la masa de células-f adecuada en respuesta a diversas
fluctuaciones de la demanda corporal [112]. Por lo que en situacion de sobre
requerimiento insulinico como en el caso de la gestacion, la masa de células- se
ve reforzada por la proliferacién (replicacion de las células-B), neogénesis
(diferenciacién de las células no beta), hiperplasia (aumento del nimero de células-
B) y la hipertrofia (tamafio de las células-f aumentado), y se reduce por la muerte
de las células-B; a través de la apoptosis, la necrosis y la autofagia; hipoplasia
(disminucion del namero de células-B); e hipotrofia (disminucién del tamano de las
células-B). La expansion y la desaparicion de la masa de células-B través de los
estimulantes y los insultos respectivamente se activan probablemente a través de
uno o mas de estos procesos de reposicion de células-B (expansion de las células-

B) y la muerte (desaparicion de las células-$) [113].

La proliferacion de células-p esta mediada por la tasa de replicacién (compensacion
a estimulos o auto-reposicion), mientras que la hiperplasia se produce por
replicacion de las células-B debida a la neogénesis a partir de células no beta. Tanto

la replicacién de células-B y la neogénesis contribuyen a la expansion de la masa
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del islote y requieren estimulos externos, tales como hormonas y factores de
crecimiento [5]. Las células-f son dinamicas, y actuan en respuesta a la demanda
metabdlica fluctuante de insulina. Por lo que la hipertrofia de las células-f y la
hiperplasia se producen durante procesos de compensacion [114].En modelos de
roedores resistentes a la insulina, la cantidad de los islotes se ha encontrado
ligeramente aumentada, inclusive existe evidencia de hipertrofia e hiperplasia [115].
Ademas, la hipertrofia de las células-B contribuye a la reparacion de los islotes en
condiciones de induccion por dietas altas en grasas que producen resistencia a la
insulina, hecho aunado a incrementos del factor de transcripcion de las células-8
maestro, conocido como homeobox pancreatico duodenal 1 (Pdx1), el cual
contribuye a la regulacion del tamafo de las células-B [116], es decir, Pdx1l
influencia la hipertrofia o hipotrofia de células-B. Por el contrario, la hipotrofia pura
de las células-3 se da a partir de la muerte celular a través de diversos procesos e
insultos que contribuyen a que la masa de células- se reduzca. Dicho efecto, se
ha reportado en ratas destetadas hiperglucémicas expuestas a una dieta alta en
grasa durante una sola semana de gestacion en las que estados de hipotrofia de
las células-B fueron descritos. La hiperglucemia puede ser exacerbada por la
incapacidad de las células-3 de sintetizar y secretar suficiente insulina a causa de

conductas hipotroficas e hipoplasia; por lo tanto, resulta en hipoinsulinemia [114].

Por esta razon las células- pueden considerarse como compensadoras iniciales en
condiciones de resistencia a la insulina asociada con el embarazo [117]. Cuando la
pérdida de células-B alcanza el punto en el cual se observa hiperglucemia, la tasa
de replicacion de células-p es de suponer que maximamente estimulada; por lo
tanto, una elevacién adicional en las concentraciones de glucosa no va a aumentar
la replicacién [118]. La homeostasis de la glucosa mantiene la normoglucemia
mediante la adaptacion de la masa y la funcion de las células-B que contrarrestan

resistencia a la insulina, la masa de células-f3 reducida, y la nutricién exceso [119].

La masa de células-pB es dinamica y puede responder a sefiales ambientales tales
como la glucosa, asi como a sefales auténomas de insulina [120]. Se ha

determinado que el nimero de células-B aumenta notablemente en el primer afo
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de vida de roedores [12, 42, 121, 122], hasta 1,5 veces durante el embarazo [42] y
hasta 10 veces en los estados resistentes a la insulina [78]. En roedores neonatos,
las tasas de replicacion de las células-f en los ratones son muy variables desde un
2% [123] hasta 15% por dia [124] con una media establecida del 5% de las células-
B se replican por dia hasta la edad de adultos jovenes, por lo que las células- se
deben dividir aproximadamente cada 20 dias [125]. Sin embargo, utilizando la gama
de 2 a 15% la replicacion de células-3 por dia, y la factorizacién en la mediana de
una tasa de replicacion 8,5%, es posible que las células-B pueden dividir cada 12
dias, en los estados fisiolégicos normales. Estados metabdlicos alterados que
requieren una mayor demanda de insulina alteraran las tasas de replicacion de
células-B. La replicaciéon celular beta varia en los seres humanos y roedores. Las
células-B humanas, a diferencia de las células- de roedores jovenes, son de larga
vida con poco cambio adaptativo durante la edad adulta y se establecen en gran
medida por 20 afios [126] . En los seres humanos, una disminucién relacionada con
la edad de las células replicantes refleja una disminuciéon en la capacidad de
adaptacion [127]. En roedores pequefios (<1 afio), la vida media de las células-3 se
estima en 30-60 dias [123]. En las células-f de adultos humanos, la replicacién se
estima en 10 veces menos que en los ratones adultos [20, 128] con la mayor tasa

de replicacion en los 5 afios de edad [129].

En el presente trabajo se pudieron observar cambios finamente regulados desde el
dia gestacion 14 con el mayor crecimiento del islote hasta el retorno a tamafio casi
basal del mismo al dia 21 de lactancia. EI nimero de células por islote compagind
con dichas modificaciones homeostéticas observandose hiper e hipotrofias
celulares en dependencia del momento de analisis, con lo que se pudo confirmar el
dinamismo de las células-p pancreaticas y una disminuciéon importante en el
porcentaje de células-a (graficos 27 y 28). Sin embargo, el comportamiento celular
se ha observado que se encuentra intimamente ligado a los cambios y
modificaciones hormonales durante el embarazo y la lactancia. Las de hormonas de
la madre gestante que se estan liberando hacia la circulacion, como lo es

primordialmente la lactégeno placentaria y prolactina, estan relacionadas con el
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crecimiento del islote pancredtico; a través de estimular la proliferacion de las
células-B [30].

El pancreas pasa por una serie de modificaciones no soélo exocrinas, también
endocrinas. Durante esta etapa se ven favorecidas sefializaciones relacionadas con
la proliferacion, transdiferenciacion y supervivencia de células; tales como ERK 1/2,
JAK2/STATS, PI3K/Akt [40, 43, 130]. Como consecuencia de la activacion de estas
vias, existe un aumento en la masa de las células-p. Al dia 14 de gestacién y al dia
1y 21 de lactancia, el peso del pancreas presenta un aumento significativo del 60%
con respecto al grupo de los no gestantes. En cuanto al tamafio de los islotes
pancreaticos, es al dia 14 de gestacion y al dia 11 de lactancia donde se presentan
los islotes de mayor tamafo. Dichos resultados concuerdan con los obtenidos por
Huang et al., aunque los modelos utilizados son animales knockout de la cepa
C57BL/6 para el receptor de prolactina [130]. Este aumento de tamafio se ve
acompafiado de un aumento en el tamafio de la célula, ciertos estudios sugieren
gue estas células tienen una mayor capacidad de sintetizar, almacenar y secretar
insulina. No se conoce especificamente como se lleva a cabo el control del tamario
de la célula-3, pero se cree que esta relacionado con la via serina/treonina proteina
quinasa mTOR. Esta proteina regula la traduccion proteica, en respuesta a
nutrientes y factores de crecimiento, al fosforilar componentes de la maquinaria de
la sintesis de proteinas como son p70S6K (proteina ribosomal S6 kinasa) y 4E-BP
(proteina ligadora de 4E) [131]. Dentro de nuestros resultados nuevamente es al dia
14 de gestacion el grupo que present6 el mayor incremento en el area de la célula,
correspondiente a un 48%.

Los islotes pancreéticos se encuentran constituidos principalmente por un mayor
porcentaje de células-B, ya sea por neogénesis o transdiferenciacién a partir de
células-qa, 8, €, FF o acinares; como podemos observar, el porcentaje de células-a
disminuye en todos los grupos a consecuencia de la transdiferenciacion. Cada uno
de estos procesos favorece que los islotes estén constituidos en una mayor

proporcion por células-B hiperplasicas e hipertroficas, cuya secrecion de insulina
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sea mayor a la almacenada; capaces de responder de manera eficiente y especifica

tal como se observo en este estudio [4].

En cuanto al proceso de supervivencia celular, esta relacionado con la cascada de
sefializacion de PI3K/Akt; de la cual existen evidencias de cédmo esta via favorece
la actividad anti-apoptética. La sefializacion por Akt inactiva varios factores anti
apoptéticos, favoreciendo mediadores transcripcionales como Foxml que regulan
de manera positiva la supervivencia de las células-f3, a través de la transcripcion de
Birc5, un gen anti-apoptotico inducido durante la gestacion. Lo anterior ocasiona
gue la viabilidad de las células-f incremente tal y como se ve graficado al dia 14 de
gestacion [21, 132]. Otro efecto relacionado con Akt, es la inactivacion del gen p53;
a través de la fosforilacion y activacion de MDM2, una proteina que regula
negativamente a p53. Al estar la via PI3K/Akt en un estado de activacion
permanente, el anterior mecanismo permite que una célula, ain en malas

condiciones, resista a la apoptosis, sobreviva y prolifere [131].

Aunque se ha avanzado en el conocimiento de las vias compensatorias, aun no
existe esclarecimiento de cémo se llevan a cabo y son regulados los cambios
morfofuncionales en el pancreas durante la gestacion y la lactancia en una misma
cepa, particularmente en la C57BL/6; en el presente modelo experimental se dio un
seguimiento de esta segunda etapa hasta el dia 21. Con base en la bibliografia y en
los resultados obtenidos, se ha podido evidenciar que en esta etapa existen muchos
cambios fisiolégicos y metabdlicos; y que las demandas energéticas son aun
mayores a las que se presentan durante la gestacion, ya que esta primera etapa es
relativamente corta (18 dias) comparada a la duracion de la lactacion (3 semanas)
[54]. La ingesta de alimentos también llega a ser mayor, lo cual favorece la
produccion de leche en la glandula mamaria, como lo pudimos observar en los

resultados del monitoreo de consumo de alimento durante esta etapa [53] .

Tras el nacimiento de las crias, la madre pasa por un proceso inflamatorio el cual
contribuye a que la resistencia a la insulina sea mas marcada al dia 1 de lactancia.
Las sefales intracelulares activadas en respuesta a la inflamacién inhiben las vias

de sefalizacion de la insulina. La JNK es activada, ya que es uno de los principales
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reguladores metabdlicos centrales, en condiciones de estrés. JNK fosforila a IRS1
en la posicion serina 307, blogueando asi la sefial e impidiendo la accion de la
insulina. De la misma forma PKC se sobre expresa y actua fosforilando tanto el IRS1
como el propio receptor de insulina, inactivandolos por disminucién de su capacidad

de autofosforilarse [133].

Ciertos estudios realizados en modelo animal de ratas sobre esta etapa; mencionan
gue después del parto, dentro de los primeros 10 dias, la masa de las células-3
sufre una reduccion, principalmente por una disminucion en la proliferaciéon y un
aumento en la apoptosis de dichas células; también mencionan que los niveles de
hormonas lactogénicas regresan a valores normales [59]; otro estudio menciona
gue es a partir del dia 3 cuando la apoptosis incrementa [57]. Dentro de nuestros
resultados, observamos que es desde el ler dia de lactancia que existen cambios
morfolégicos generados por un aumento en la apoptosis, sin llegar a tener los islotes
pancreaticos las mismas dimensiones que tenian antes de la gestacion. La
apoptosis juega un papel muy importante para asegurar la homeostasis del
organismo; la masa de células-3 empieza a disminuir, esto sin afectar la secrecién
de insulina. Durante este proceso se activan ciertas proteasas conocidas como
caspasas, las cuales participan en la respuesta inflamatoria, siendo necesarias para
la secrecion de algunas citoquinas proinflamatorias como la interleucina 1beta (IL-
lbeta) y la interleucina 18 (IL-18) [134, 135].

Estas citocinas inflamatorias se han descrito elevadas en la etapa final de embarazo
y el inicio de la lactancia, resistencia a insulina y diabetes mellitus tipo 2 [136-144].
La exposicion aguda de estas citocinas a los islotes in vivo y ex vivo, ademas de
lineas de células-B ha observado la induccién disfuncion en las células-p. Las
interacciones inflamatorias son clave en los procesos de muerte en células-f3, dichas
interacciones son mediadas por medio de citocinas, como ejemplo de ello se han
descrito en el proceso IL-1B, IFN-y y TNF-a. Las combinaciones de estas citocinas
ya sea de manera pareadas o triples se han descrito ampliamente como inductoras
de insuficiencia de células-B y la promocién de la apoptosis. En lineas celulares de

células-p o en islotes aislados en donde se ha dado tratamiento con una de las
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citocinas unicamente no se ha observado la induccion de la disfuncién o procesos
de muerte. Por lo que, una sinergia en las vias de sefalizacion intracelular mediada
por citocinas es requerida en la induccion del dafio [145, 146]. En estudios ex-vivo
en islotes primarios humanos o de ratbn muestran que una exposicion breve (6 h) a
las tres citocinas inflamatorias (IL-1B, IFN-y y TNF-a) es suficiente para resultar en
la pérdida de la secrecion de insulina estimulada por glucosa, aumento en la

expresion inflamatoria génica, y la induccién de apoptosis [147, 148].

La diseccion de los eventos intracelulares que median la transicién de una célula-3
de funcional a disfuncional en un ambiente inflamatorio puede ofrecer nuevos
enfoques para preservar las células-f expuestas a la inflamacion. Este enfoque
estratégico seria relevante para frenar la progresion de la diabetes como una
monoterapia o revertir la diabetes como un enfoque combinatorio con una estrategia
de regeneracion de islotes, ya sea la estimulacion endégena o exdgena (trasplante

de células, encapsulacion, los xenotrasplantes, etc.) [149, 150].

No hay que perder de vista la asociacién de los procesos inflamatorios con la
produccion de estrés oxidativo que conllevan al fracaso de los islotes hacia el final
embarazo y el inicio lactancia. Estos dos fendmenos sinérgicos se han implicado en
la expresion diferencial de genes relacionados con el estrés oxidativo en los islotes
obtenidos por micro diseccion laser de pancreas humano [151]. Aunque las
especies reactivas de oxigeno (ROS) sirven como una sefial intracelular a nivel
fisiologico, el exceso de ROS es perjudicial para las células-f [152], demostrando
contundentemente que las células- son vulnerables al estrés oxidativo debido a la
baja capacidad antioxidante [153]. Se ha demostrado que la alta glucosa y acidos
grasos observados durante el embarazo, pero mas evidentemente en el periodo
final del mismo resultara en un aumento de la produccion de ROS por las
mitocondrias y NADPH oxidasa en los islotes [154-157]. Las mitocondrias son
criticamente importantes para la secrecion de insulina estimulada por glucosa y un
organulo muy activo en las células-f. Los defectos en su funciéon y morfologia se
observan con frecuencia en la DM2 y dan lugar a estrés oxidativo [158]. ROS es

una sefal fuerte para provocar la respuesta pro-inflamatoria tanto en las células
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inmunes y células no inmunes; ademas, ROS es una via potencial de conectar el
estrés metabdlico e inflamacion en lactancia inicial en la cual los islotes traves de la
activacion de JNK, p38-MAPK, NFkB, y AP-1y la posterior produccion de citoquinas
incluyendo IL-1B3, TNF-a y CCL2 pueden inducir la progresion en la muerte celular
y por ende la recuperacion en el tamafio original de los islotes pancreaticos y de la
misma manera la normo secrecion insulinica, recuperacion de la sensibilidad a la
hormona y la eliminacidon de la resistencia generada periféricamente a la misma
[159, 160]. En efecto, en el presente trabajo se pudo observar la recuperaciéon de la
cantidad de insulina producida por las células-f al final del estudio, es decir, en el
dia 21 de lactancia. Asi mismo, el decremento de la viabilidad de células-f pudo
observarse, siendo el dia 21 de lactancia el de mayor significancia (figuras 32 y

gréfico 33).
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10. Conclusiones

Durante la gestacion y lactancia ocurren adaptaciones a nivel de las células-f3; como
respuesta a los cambios metabdlicos y hormonales. En la primera etapa el tamafio
de los islotes pancreaticos aumenté un 92%, las células presentes mostraron
hiperplasia e hipertrofia; en contraste con la lactancia, donde se registraron

condiciones similares a los no gestantes.

Dichas adecuaciones celulares inducen una dinamica celular beta compensadora
gue lleva a la sobre produccién insulinica durante la gestacién, y que durante la
lactancia favorecen a que la secrecion de insulina y manejo de carbohidratos

retornen a condiciones similares de no gestantes.

Durante ambas etapas los niveles de glucosa varian, en la gestacion se observé un
manejo deficiente de la glucosa, registrando una aumento de los niveles un 7% de
la glucosa basal, sin embrago es al minuto 15 donde se evidencia un mayor impacto
en la captacion de glucosa por parte de los tejidos no dependientes, ya que los
valores aumentan un 18%. En cuanto a la lactancia, el manejo de glucosa se vuelve
mas eficaz, lo que favorece que los niveles regresen a condiciones de un no

gestante.

Elincremento en la concentracion de glucosa en sangre parece estar vinculado con
el desarrollo de resistencia a insulina durante la fisiologia natural en la gestacion.
Por otro lado, en la lactancia pese a que los requerimientos energéticos de los recién

nacidos son mas demandantes, la resistencia a la insulina desaparece.

Finalmente podemos concluir que existe una dinamica morfoldgica resultante del
requerimiento metabdlico, lo cual lleva a adaptaciones de la secrecion insulinica
gue se hayan en respuesta de cada uno de los estadios evaluados, siendo asi que,
durante la gestacion se presenta resistencia a la insulina y por lo tanto un mayor
namero de células-B pancreaticas fueron observadas, asi como una mayor sintesis
de insulina. Mientras que la fisiologia de la lactancia con lleva a la desaparicion de
estado resistente a la hormona, un menor nimero de células-B pancreaticas y un

mejor manejo de glucosa por el sistema.
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11. Anexos

Tincién hematoxilina-eosina

La tincion se realizo de la siguiente forma.

Desparafinacion y rehidratacion de los tejidos:

Tincion

1 lavado en xilol por 10 min.

15 lavados consecutivos en xilol.

15 lavados consecutivos en xilol-etanol.

15 lavados consecutivos en etanol al 100%.
15 lavados consecutivos en etanol al 100%.
15 lavados consecutivos en etanol al 96%.
15 lavados consecutivos en etanol al 96%.

15 lavados consecutivos en agua destilada.

Tenfir con hematoxilina por 6 minutos.

Lavado con agua, retirar la laminilla hasta que el agua ya no sea turbia por

la hematoxilina.
1 lavado con carbonato de litio, el tejido vira de morado a azul.
1 lavado con agua.

Tincién con eosina de 1 a 2 min.

Enjuagues con agua, procurando que el chorro de agua no caiga

directamente sobre el tejido.

Deshidratacién

2 rondas de 15 lavados consecutivos en etanol al 96%.
2 rondas de 15 lavados consecutivos en etanol al 100%.
15 lavados consecutivos en xilol-etanol.

2 lavados en xilol.

Colocar de 2 a 3 gotas de resina sobre la laminilla.
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e Por ultimo colocar el cubreobjetos sobre el tejido, evitando la formacion de

burbujas.

Andlisis de islotes pancreaticos

Para realizar la medicion del area del islote pancreatico, lo primero que se hace es
abrir la imagen en el programa Image J 1.40 (Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD). Una vez abierta la imagen se comienza
a seleccionar la regioén de interés (ROI), que consiste en trazar el contorno del islote
como se muestra en la figura 32 con la opcién de seleccion poligonal, cada una de
estas selecciones se guard6 con el nombre correspondiente de cada islote para

posteriormente medir cada uno de ellos.

Figura 34.Islote a 20x; linea amarilla delimita el islote pancreatico del acinar (ROI).

Al seleccionar el ROI de todas las imagenes se ingresa la escala al programa, es
decir, la cantidad de pixeles equivalentes a una micra, dicha escala es propia de

cada microscopio, en este caso la escala es de 2.463 (figura 33).
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Distance in pixels:
Known distance:

Pixel aspect ratio:

Init of length:

Click to Remove Scale |

Scale: 2 463 pixelsium

Ok | Cancel| Help‘

Figura 35. Cuadro donde se ingresan los datos de la escala.

Para poder medir cada islote, se abre la imagen con su ROI correspondiente, y
posteriormente se selecciona la opcion “Measure”, obteniendo las medidas en p?;
estos datos se copiaron en una hoja de excell, para posteriormente ser analizados
con el software Graph Pad Prism (AbacusConcepts, Berkeley, CA, USA) y obtener

su gréfico.

En el caso del numero de células, una vez seleccionado el ROI, con el plugin “ITCN”
se contabiliz6 todas las células presentes en cada uno de los islotes del corte, para

obtener al final el nUmero de nucleos promedio por islote en cada grupo.

Inmunofluorescencia
Dial
Desparafinacion y rehidratacion

e 2 lavados con Xilol por 3 minutos

e 1 lavado con etanol al 100% por 4 minutos
e 1 lavado con etanol al 96% por 4 minutos
e 1 lavado con etanol al 80% por 4 minutos

e 1 lavado con etanol al 70% por 4 minutos
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e 1 lavado con etanol al 50% por 4 minutos

e 1 lavado con PBS 1X por 4 minutos

e Bafo a 90°C con buffer de citrato por 15 minutos.

e Posterior al bafio, dejar enfriar el buffer de citrato por 20 minutos.

e 3lavados con PBS al 1X por 5 minutos.

e Dibujar una zona hidré6foba alrededor del tejido con PAP pen (Sigma Aldrich).

e Agregar por cada tejido 40 ul de buffer de perforacion e incubar en camara
humeda por 45 minutos a temperatura ambiente.

e Agregar anticuerpos primarios Insulina (1:150, Sigma) y Glucagoén (1:4500,
Sigma), 40 pl por cada tejido, e incubar en camara humeda por 24 horas a
4°C.

Dia 2

e Realizar 3 lavados con Suero normal de cabra al 1% (SNC1%) por 5 minutos

cada uno.
A partir de este paso, las laminillas se manipulan en un lugar con poca luz.

e Incubar con 40 ul por cada tejido con anticuerpos secundarios acoplados a
FITC (1:200, Jackson) y Cy3 (1:800, Jackson) por una hora a temperatura
ambiente.

e Realizar 3 lavados con PBS 1X por 5 minutos cada uno.

e Tefiir nucleos con 40 ul de DAPI (DAPI Sigma) por tejido e incubar por 5
minutos en camara humeda a temperatura ambiente.

e Agregar una gota por tejido de medio de montaje para fluorescencia (Dako)
y colocar por ultimo el cubreobjeto, procurando que no queden burbujas en
el interior.

e Sellar las laminillas con barniz.

e Guardar laminillas en un lugar obscuro.
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Andlisis de area de células ay 3

La medicion del area de células-a y B en el islote, se procedié de la siguiente
manera. Una imagen estd compuesta de tres canales, verde (insulina), rojo
(glucagon) y azul (DAPI) (figura 34), cuando las tres imagenes estan unidas se le
conoce como “color combine”, cuando separamos la imagen en sus tres canales se

realiza un “Split channels”.

Abrimos la imagen con el programa de Image J 1.40 (Research Services Branch,

National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

Figura 36.Islote a 20x; dicha imagen esta compuesta por tres canales, rojo (glucagon), verde
(insulina) y azul (DAPI).

Posteriormente se realiza un Split channels, y se procede a seleccionar el ROI del
canal de insulina (figura 35A), este ROI se guarda con el nombre que deseemos; y
después se selecciona el ROI del canal de glucagon (figura 35B), guardando dicha
seleccién. Una vez seleccionadas las areas, se ingresa la escala, este microscopio

maneja que 2.75 pixeles equivalen a una p; posteriormente con el plugin “measure”

se obtuvieron las medidas en unidades de p2.
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A)

Figura 37. Split channels de un islote pancreético a 20x. A) area positiva a insulina. B) area positiva
a glucagon.

Para obtener el nimero de ndcleos de cada &rea, primero se abrid el ROI del area
de insulina y se selecciono el plugin “ITCN”, el cual contabiliza los nucleos que se
encuentran en el area seleccionada, por ultimo se abrio el ROI del area de glucagon

y se contabilizaron los nucleos presentes en esta area con el mismo plugin.

Tras obtener los datos anteriores, se calculo el area individual promedio de cada

célula.

area de célula—f

Area individual de célula-B=
B numero de nucleos en el area de célula—f3

Contenido de insulina en células-

Para realizar este analisis utilizamos las mismas imagenes del analisis anterior,
considerando Unicamente el canal de insulina. Se eligidé una imagen y a partir de
ella se seleccionaron 5 areas distintas, empezando por aquella cuya intensidad de
color fuese méas encendido, hasta seleccionar un area completamente negra; cada
una de estas areas correspondia a un 100% de la intensidad del marcaje, un 75%,
50%, 25% y 0%. Después de seleccionar las areas pasamos estas imagenes a 8

bits y con el plugin de calibrar realizamos una regresion lineal (figura 38).
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Figura 38. Regresion lineal para la cuantificacion de insulina.

Una vez obtenidos estos datos se midio la intensidad de marcaje de insulina para
cada islote, a los resultados obtenidos se aplico la siguiente férmula Y= mx + b. Al
final graficamos el promedio de insulina almacenada de acuerdo al marcaje en cada

islote.

Andlisis de tejidos pancreéaticos

El analisis del &rea del tejido se realizé en dos partes, la primera consistié en limpiar
el ruido de fondo presente en la imagen, ya que de lo contrario, al medir el tejido se
considerarian pixeles no pertenecientes. Dicha etapa se realizé en el programa
GIMP 2 (Image Manipulation Program), con la ayuda de la herramienta de borrador
se elimind el ruido de fondo, al finalizar se guard6 la imagen con el nombre
correspondiente. La segunda etapa se realizé con el programa Image J 1.40
(Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD). Lo
primero que se realizé una vez abierta la imagen fue pasarla a 8 bit ajustando el
threshold a 1 y de esta manera obtuvimos una imagen en blanco y negro (Figura
36). Al tener estas caracteristicas la imagen, se procedio a ingresar la escala de
0.13 p por pixel y posteriormente cuantificar como en los casos anteriores con el

plugin “measure”.
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Figura 38. Tejido a 4x, imagen a 8 bits.

A partir de los anteriores datos se calculd la densidad del islote (numero de

islotes/mm?) [161, 162].

numero de islotes por tejido

Densidad del islote = — .
area de tejido en mm?2

Viabilidad celular

Dia 1
Desparafinacion y rehidratacion

e 2 lavados con Xilol por 3 minutos

e 1 lavado con etanol al 100% por 4 minutos
e 1 lavado con etanol al 96% por 4 minutos
e 1 lavado con etanol al 80% por 4 minutos
e 1 lavado con etanol al 70% por 4 minutos

e 1 lavado con etanol al 50% por 4 minutos
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e 1 lavado con PBS 1X por 4 minutos

e Bafio a 90°C con buffer de citrato por 15 minutos.

e Posterior al bafio, dejar enfriar el buffer de citrato por 20 minutos.

e 3lavados con PBS al 1X por 5 minutos.

e Dibujar una zona hidré6foba alrededor del tejido con PAP pen (Sigma Aldrich).

e Agregar por cada tejido 40 ul de buffer de perforacion e incubar en camara
humeda por 45 minutos a temperatura ambiente.

e Agregar anticuerpo primario de Insulina (1:600, Alexa) e incubar en cAmara

hameda por 24 horas a 4°C.
Dia 2

e Realizar 3 lavados con Suero normal de cabra al 1% (SNC1%) por 5 minutos

cada uno.
A partir de este paso, las laminillas se manipulan en un lugar con poca luz.

e Incubar con 40 ul por cada tejido con anticuerpo secundario acoplado a FITC
(1:200, Jackson) por una hora a temperatura ambiente.

e Realizar 3 lavados con PBS 1X por 5 minutos cada uno.

e Tefir nucleos con 40 ul de DAPI (DAPI Sigma) por tejido e incubar por 5
minutos en camara humeda a temperatura ambiente.

e Agregar 10 ul de loduro de propidio a cada tejido y colocar inmediatamente
el cubreobjeto, procurando que no queden burbujas en el interior.

e Sellar las laminillas con barniz.

e Guardar laminillas en un lugar obscuro.

Anédlisis de viabilidad

Una vez capturadas las imagenes, se procedié a seleccionar el ROI como en las
imagenes de inmunofluorescencias empleando el programa Image J 1.40

(Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD); una
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vez seleccionado el ROI dicha seleccién se guardo6 con el nombre correspondiente;
posteriormente se cuantifico el nUmero de células totales en el islote con el plugin
ITCN. En el caso de las células no viables se cuantificaron aquellas células cuya

coloracién fuese morada o roja (figura 37).

Figura 39. Islote pancreético a 20x tefiido con insulina (verde), ioduro de propidio (rojo), DAPI (azul).
Dentro del ovalo amarillo se encuentran algunas de las células que se consideraron no viables, su
coloracion es morada u roja.

Calculos

Para conocer el porcentaje de viabilidad de cada islote, se realizd una regla de tres;
tomando el nimero total de células en el islote como el 100%; a partir del porcentaje
obtenido cada uno de los islotes fueron asignados a una de las 5 categorias de

acuerdo a los siguientes criterios [64, 163]:

Criterios Porcentaje de
Categoria viabilidad
0 La mayoria de células son rojas 0%
1 Aproximadamente 75% de células son rojas 25%
2 Aproximadamente 50% de células rojas 50%
3 Aproximadamente 25% de células roja 75%
4 Pocas o ninguna célula roja 100%

Tabla 40. Criterios para clasificar los islotes de acuerdo a su viabilidad.
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Por dltimo se calcul6 el porcentaje de viabilidad de cada grupo con las ecuaciones

siguientes:

e Viabilidad total= 0.25 (Total de categoria 1) + 0.5 (Total de categoria 2)
+ 0.75 (Total de categoria 3) + (Total de categoria 4)
e Numero total de islotes = Total de islotes de todas las categorias

e Porcentaje de viabilidad = (Viabilidad total x 100) / Numero total de islotes
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