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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble que en concentraciones farmacoldgicas
interviene en diversas funciones biolégicas como el desarrollo embrionario y el
metabolismo de carbohidratos. En estudios previos encontramos que la
administracion de una dieta suplementada con concentraciones farmacoldgicas
de biotina durante 8 semanas incrementa la expresion de genes que favorecen
la sintesis de insulina, aumenta su secrecion y produce cambios estructurales
en el islote pancreatico, que es el micro-6rgano encargado del mantenimiento
de la homeostasis de la glucosa y cuya estructura, asi como su funcion en el
organismo adulto, estan determinados por el desarrollo postnatal temprano.
Dado que la administracién de la dieta se inicié en el periodo posterior al
destete, es posible que las modificaciones que produce la suplementacién con
biotina observados a las ocho semanas se efectuen durante el periodo de post-
ablactacion. Ratones macho BALB/cAnN Hsd recién destetados se alimentaron
por siete dias con dieta control o dieta suplementada con biotina (0.8 6 100 mg
de biotina’kg de alimento, respectivamente). Encontramos que los ratones que
recibieron la dieta rica en la vitamina presentan niveles de glucosa mas bajos
comparados con los ratones control; igualmente muestran un metabolismo de
la glucosa mas eficiente debido a una mayor sensibilidad a la insulina. Los
islotes del grupo suplementado cuentan con una citoarquitectura comparable
con la estructura del islote adulto. Asi mismo, en este estudio se realiza la
descripcion de la ventana critica postnatal pancreatica. Nuestros datos indican
que la biotina acelera la maduracion del islote y mejora su funcién, lo que
tendria efectos benéficos en la etapa adulta evitando el desarrollar
enfermedades como la diabetes mellitus, padecimiento que representa uno de

los problemas de salud mas graves en México y en el mundo.



ABREVIATURAS FRECUENTES

Sox9: region determinante del sexo
Y, caja 9.

Nkx2.2: factor de transcripcion
relacionado con NK2, locus 2.
Nkx6.1: NK6 homeobox 1.

Pdx1: homeobox pancreatica y
duodenal 1.

Ptf1a: factor de transcripcion
especifico de pancreas, 1a.
Hnf1b: homeobox B.

Hhex: homeobox expresada
hematopoyéticamente.

Foxa2: forkhead caja A2.

Mnx1: neurona motora y
pancreatica homeobox 1.

Ngn3: neurogenina 3.

Neurod1: diferenciacion
neurogénica 1.

Pax6: gen de la caja 6.

Irx1: iroquois homeobox 1.

Irx2 : iroquois homeobox 2.

Brn4 : proteina de cerebro- 4 clase
[l dominio POU.

Arx : proteina homeobox Arx.
HNF38 : HNF-3-beta-A.

HNF1a : HNF1 homeobox A.
CTGEF : factor de crecimiento de
tejido conectivo.

HNF®6 : factor nuclear hepatico 6.
N-CAM : molécula de adhesion

celular neural 1.

MafA: familia de oncogenes de
fibrosarcoma musculo-aponeurdtico
v-maf, proteina A.

LKB1: proteina relacionada con la
polimerizacion LKB1.

SMVT: transportador multiple de
vitaminas dependiente de sodio.
ACC1 : acetil-CoA carboxilasa 1.
ACC2 : acetil-CoA carboxilasa 2.
PK: piruvato cinasa.

PCC : propionil-CoA carboxilasa.
MCC: metilcrotonil- CoA
carboxilasa.

ATP: trifosfato de adenosina.
Met: metionina.

Lys: lisina.

HCS: holocarboxilasa sintetasa.
GK: glucocinasa.

PEPCK: fosfoenol piruvato
carboxilasa.

PKG: piruvato cinasa G.

ARNm: 4cido ribonucleico
mensajero.

GMPc: guanosina monofosfato
ciclico.

Cacna1d: canal de calcio
dependiente de voltaje tipo L,
subunidad alfa ID.

G6PDH: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.

PFK: fosfofructocinasa.

HSL: lipasa sensible a hormonas.



1 INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Definicion

La diabetes mellitus se define como un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia cronica, resultado de defectos en la secrecion
de insulina, en la accién de ésta o en ambos (American Diabetes Association,
2010).

1.1.2 Epidemiologia

En las ultimas cuatro décadas la diabetes se ha convertido en un grave
problema de salud en México, siendo ésta la principal causa de muerte en
mujeres y la segunda mas frecuente en hombres desde el afio 2000. Se estima
que para el 2025 cerca de 11.7 millones de mexicanos seran diagnosticados
con la enfermedad (Rull, J.A. et al., 2005). Cabe senalar que en el resto del
mundo también representa una situacién alarmante pues ha alcanzado
proporciones epidémicas, siendo los paises en vias de desarrollo las naciones

mas afectadas (Zimmet, P. et al., 2001).

En el desarrollo de la diabetes participan diversos factores, entre ellos el bagaje
genético y las cuestiones medioambientales. La razon del explosivo incremento
del padecimiento es el estilo de vida que existe en la actualidad, el cual
consiste en un consumo abundante de calorias y un bajo aprovechamiento de
éstas debido a una reducida actividad fisica (Zimmet, P. et al., 2001. Aunado a
esto, en los ultimos afos se ha reconocido que la programacién metabdlica
juega un importante rol y que esta relacionada con la etiologia de la
enfermedad (Simmons, R.A, 2007).

1.2 Programacion metabodlica

1.2.1 Definicion

La programacion metabolica se define como un fenédmeno donde un estrés o

estimulo nutricional aplicado durante periodos criticos del desarrollo temprano,



altera permanentemente la fisiologia y el metabolismo del organismo. Las
consecuencias de éste son observadas mucho tiempo después en la vida del
individuo a pesar de que el estrés o estimulo con el que se inicid ya no esté

presente (Lucas A., 1991) (Figura 1).
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et ol rte

Decrementoenia Coesickd Fod
Desnuridon fundéndel iotey Decrenerioenla
M8, Desruiicien credimierto > findndela  — DMI2y sindrome
drarted ftd |  incomedocelas cduabetaadiita metebdico
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Figura 1. Representacion esquematica sobre la programacion metabdlica de las células beta y su relacion

con el desarrollo de diabetes (Ozanne, S. et al., 2002)

1.2.1 Su relacion con la diabetes mellitus

Estudios epidemiolégicos en humanos y animales proveen evidencia de la
relacion de la programacién metabdlica con el desarrollo de diabetes tipo 2. Se
ha encontrado que un ambiente intrauterino adverso se correlaciona con un
incremento en el riesgo de desarrollar la enfermedad (Barker, D., 1995). Asi,
alteraciones nutricionales durante el periodo critico de maduracion pancreatica
tales como cambios en los componentes del alimento (Srinivasan, M., 2003),
restriccion caldrica y proteica, dietas ricas en carbohidratos y lipidos
(Schwitzgebel, V. et al., 2009) o deficiencia de vitamina A (Matthews, K. et al.,
2004), danan el desarrollo normal del islote a través de una reduccién de la
proliferacion de las células B y del tamafio de los islotes en la cabeza del
pancreas, asi como un incremento en la apoptosis, una reducida

vascularizacién y cambios estructurales; los cuales afectan la capacidad del



islote de responder a retos metabdlicos en periodos posteriores de la vida
(Ozanne, S. et. al., 2002).

1.3 Pancreas

El pancreas es una glandula de secrecion mixta que en los mamiferos esta
localizada en la cavidad abdominal entre el bazo y el duodeno conectandose
con este ultimo por el ampula de Vater, que es la regién donde se unen el

conducto pancreatico principal y el conducto biliar (Bishop, A. et al., 2003).

Anatémicamente el pancreas esta dividido en cabeza, cuerpo y cola. La mayor
parte del érgano esta formada por la parte exécrina que corresponde al tejido
acinar, el cual produce enzimas digestivas y bicarbonato que son liberados
durante la digestion al conducto pancreatico y al duodeno. Distribuidos entre el
tejido acinar hay grupos de células que forman los denominados islotes de
Langerhans, los cuales constituyen la parte enddcrina y representan del 1 al
2% del volumen total de la glandula. El tamafio de los islotes varia en diametro
y puede ir de los 50 a los 500 um; cada uno de ellos esta formado por entre 50
y 300 células (Hiriart, M., 2002).

-

’ Exocrine (out)

Islote de
Langerhan Célulay Célulaa CélulaB Célulad

Las células acinares
secretan enzimas al
intestino.

Estémago
Ducto pancredtico === i

Péncreas ot

Intestino ——

Vaso Ducto Acino
sanguineo pancreético

Los islotes de Langerhans
vierten hormonas a las
sanare.
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Figura 2. Localizacion del pancreas y corte que muestra los distintos tipos celulares que lo constituyen
(Trucco, M., 2005)

Los tipos celulares enddécrinos son cinco. Las primeras y mas abundantes son
las células B, las cuales secretan insulina y un antagonista de ésta llamado
amilina, también se encuentran las células a que secretan glucagon, las células
O secretoras de somatostatina, y las células € y las PP que secretan ghrelina y

polipéptido pancreatico, respectivamente (Bishop, A. et al., 2003) (Figura 2).

1.3.1 Desarrollo del érgano

El desarrollo del pancreas es un proceso altamente regulado. Comienza a partir
de un grupo de células progenitoras del endodermo que tienen la caracteristica
de ser multipotentes, las cuales se convertiran en células ductales, enddcrinas

(a,B,0,€, 0 PP) o del linaje acinar.

La morfogénesis se da a partir del dia 9.5 con dos evaginaciones del intestino
anterior, una dorsal y otra ventral. Desde que éstas aparecen se inicia la
expresion de factores de transcripcién claves en el epitelio pancreatico: Sox9,
Nkx2.2 y Nkx6.1, asi como de genes y otros factores muy importantes en el
intestino que lo rodea: Pdx1, Ptf1a, Hnflb, Hhex, Foxa2, Mnx1; los cuales
controlan la expansion de la evaginaciones y activan otros factores de
transcripcion. Mientras esto sucede el intestino va girando y acercando las
evaginaciones, poniéndolas en una cercana proximidad al E12.5 y

fusionandolas al E16.5.

La diferenciacion de células requiere de la expresién transitoria del factor de
transcripcion Ngn3, el cual compromete a las células del epitelio a linaje
enddcrino apareciendo células positivas a glucagon al E9.5 y células positivas
a insulina al E10.5. Cabe sefialar que este proceso comienza de manera mas

temprana en la evaginaciéon dorsal que en la ventral.

Aproximadamente al E13 ocurre una segunda ola de expresion del factor Ngn3,
el cual activa otros genes tales como Neurod1, Pax4 y Nkx2.2. Eventualmente
la expresién de multiples factores transcripcionales van a definir la identidad de

las células enddcrinas presentes en los islotes. Basicamente las células a se

-11-



caracterizan por Pax 6, Nkx2.2, Irx1 y 2, Brn4 y Arx, las B por Pax 4, Pax6,
Nkx2.2, Nkx6.1, Mnx1, MafA y Pdx1, las & por Pax4 y Pax6, y las PP por
Nkx2.2 (Vanhoof, D. et al., 2009) (Figura 3).

Una estructura bien definida y seccionada es distinguible al E 14.5 donde las
células enddcrinas son identificables desde E15.5, éstas son derivadas de las
células ductales epiteliales por neogénesis, las cuales después de muchas
divisiones daran lugar a agrupaciones de células alrededor de los ductos
pancreaticos. Los vasos comienzan a invadir esas agrupaciones de células
inmaduras que coexpresan hormonas pancreaticas y algunos neuropéptidos, lo
que posteriormente dara lugar a los islotes de Langerhans (Reusens, B. et al,
2006).

A ed5 e55 e6.5 e75 e85 e9.5 el0.5 ell5 ell.5 el13.5 eld.5 Raton
1WD 2WD 3WD 4WD 5WD EWD Humano

0090ty @

o ptr1
) a
> ._': Rbpil

Exécrino
™ Hnflb
T Onecutl
Sox9
Progenitor Foxa2 Hhex Ducto
Hnflb Mnx1
Hnfda  Pdx1 Arx
Onecutl Brn4
Ptfla Irx1f2
Sox9 ':kxg -
Célula a =
MafA
Neurodl szi
Nkx2.2
Nkx6.1
Isll Pax4 I 1 ey
5| X nsm 4 Pax6
Nikx2.2 Célula B P

Nkx6.1

Figura 3. A) Vista esquematica de la diferenciacion de los islotes. B) Representacion del mecanismo de
especificacion de la parte enddcrina y exdcrina del pancreas (Vanhoof, D. et al., 2009).
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1.3.2 Ventana critica postnatal

Como ya se describid, a lo largo del desarrollo del pancreas se llevan a cabo
cambios criticos que conducen a una correcta diferenciacion y funcionamiento
del érgano, los cuales no concluyen en el nacimiento del individuo pues en el
periodo posnatal también se presentan cambios que son clave y que
comienzan desde el nacimiento, siguen en la lactancia y finalizan en el destete.
Estos determinan la completa maduracion de los islotes, su correcta funcién y

una adecuada morfologia.

Cabe destacar que el destete representa un gran reto metabdlico pues el
organismo se ve sometido a un cambio nutricional brusco al pasar de una dieta
rica en lipidos que caracteriza a la leche materna a una dieta omnivora rica en
carbohidratos principalmente. En los roedores este parteaguas se presenta 21
dias después del nacimiento, al cual prosigue una etapa que por su importancia
es una ventana critica posnatal para el 6rgano, que como se ha definido
anteriormente, es un periodo en el que ocurren importantes cambios
estructurales y funcionales durante el desarrollo normal de un érgano, en el
cual la exposicidon a ciertos factores ambientales puede originar consecuencias

adversas en etapas posteriores (Lucas, A., 1995).

Se reporta que del dia posnatal 21 al 28 en ratas, las células B neonatales
presentan una baja sensibilidad a la glucosa y una secrecién de insulina
escasa y unimodal comparada con células B adultas, lo cual refleja una
inmadurez funcional. En cuanto a las células a se ha reportado que, en la ya
mencionada ventana critica, hay un importante decremento en células positivas
a glucagon localizadas en la cabeza del pancreas, mientras que se presenta un
incremento en la zona del cuerpo y la cola. Este efecto se da paralelamente a
un decremento en las concentraciones de glucagon en suero (Aguayo, C. et al.,
2006).

Es importante mencionar que, a pesar de la ya reconocida importancia de la
programacion metabdlica en el periodo posnatal para el desarrollo de
enfermedades tales como la diabetes, se sabe poco de los eventos

moleculares vy fisioldégicos que ocurren en el periodo posterior al destete.

-13-



1.4 Morfogénesis del islote

La formacion de los islotes de Langerhans ocurre al rededor E 18-19 y
concluye dos o tres semanas después del nacimiento (Haber, J. et al., 2005). El
resultado de este proceso es tan complejo que los islotes han sido
denominados microorganos altamente vascularizados y minuciosamente
organizados los cuales cuentan con una arquitectura especifica (Booner-Weir,
S., 1988; Lammert, E., 2003). Para que esto se logre son necesarios una serie
de eventos morfogenéticos tales como especificacion celular, migracién vy
reagregacion (Pictet, R., 1972; Slack, J., 1995; Esni F., 1999) (Figura 4).

Se ha propuesto que la correcta estructura de las células enddcrinas dentro de
los islotes es requerida para una correcta funcion (Gomez-Dumm, C. et al.,
1990; Tokuyama, Y. et al., 1995; Esni, F., 1995) y una apropiada respuesta a
cargas de glucosa a través de una secrecion de insulina de manera pulsatil y

proporcional a la concentracion del carbohidrato (Nittala, A. et al., 2007).

Area de células a
Area de células B
= Receptor TrkA
¥ NGF

= Fibra simpdtica

£ Vaso sanguineo

@ capsula de colagena
C) P20 C)i Adulto =

s——

Figura 4. Representacion de la formacion de los islotes de Langerhans a partir del desarrollo embrionario
hasta la adultez (Cabrera, S., 2009) .

-14 -



La arquitectura normal de un islote de ratén adulto y en general de los roedores
consiste en una estructura bien definida generalmente esférica donde las
células B3, las cuales representan del 60-80% del total de células en el islote, se
encuentran en la parte central; mientras que existe una capa de otras células
enddcrinas que lo rodean incluyendo células a (15-20% del total de células en
el islote), 6 (<10% del total) y PP (<1%) (Figura 5) (Wieczorek, G. et al., 1998;
Brissova, M. et al., 2005; Cabrera, O. et al., 2006; Quesada, I. et al., 2008; Kim,
A. et al., 2009). Las células a aparecen en varias secciones del tejido formando
una capa continua de células alrededor de la parte central consistente en
células B, sin embargo, analisis tridimensionales recientes sobre la distribucion
de este tipo celular muestran que las células a no rodean completamente a las
B tal como sucede en islotes de ratas y de humanos, pudiendo encontrar
algunas de éstas entremezcladas con las células f en la parte central del islote
(Kharouta, M. et al., 2009).

Cabe destacar que otra diferencia que se ha reportado entre los islotes de rata
y ratén, ademas de la morfologia, es que éstos ultimos tienen una cinética de
secrecion de insulina diferente, ya que no cuentan con una respuesta bifasica
de secrecion en respuesta a glucosa presentando unicamente una primera fase
de exocitosis rapida, lo que nos indica que la regulaciéon de la secrecion de
insulina por nutrientes difiere entre una especie y otra (Zawalich, W. et al.,
2000). Por esta razon se han puesto de manifiesto los riesgos de extrapolar
resultados obtenidos en modelos de rata a modelos de ratdon, ya que es
evidente que el funcionamiento de la célula B, principal componente del islote

pancreatico, es distinta (YH, Ma. et al., 1995).
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Figura 5. Islotes de ratén basadas en imagines de inmunohistoquimicas mostrando sus distintos tipos
celulares: a (rojo), B (verde), d (azul). A) Islote de ratén adulto. B) Islote de raton neonato. Modificado de

Steiner, D. et al., 2010.

Una desorganizacion en la arquitectura del islote ha sido observada en

multiples modelos de ratén a consecuencia de alteraciones en la expresion de

genes o por condiciones fisioldgicas y/o patoldgicas.

En dichos modelos se

presentan alteraciones en la secrecion de insulina y/o modificaciones en el

metabolismo de la glucosa (Gannon, M. et al., 1996; Zhang, C. et al., 2005;

Doyle, M.J. et al., 2009). A continuacion se muestran dos tablas en las que se

exponen diversos ejemplos (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Modelos transgénicos en ratones donde se observa una modificacion en la arquitectura y/o

fisiologia del islote de Langerhans.

| Referencia

Morfologia pancreatica

periféricos posiblemente debido a
modificaciones en Serpina6.

Delecién Foxa? en Arquitectgra d_eI islote Lantz, K.A. et
células beta d_es_organlzada y tipos celulares al., 2004; Sund,
' distintos al beta en el centro. N.J. et al. 2001.
Arquitectura del islote anormal
Pdx1 ™ / HNF3B y posiblemente debida a wuna Shih, D.Q. et
Pdx1”™ /HNF1a™  disminucién en la expresién de la al., 2002.
E-cadherina.
Inactivacion de Tipos celulares entremezclados e Crawford, L.A.
CTGF. incremento en células a. et al., 2009
Interrupcion de la morfogénesis de
los islotes, especificacion Wildin
Sobreexpresion  de enddcrina disfuncional e . g
) ) rawford, L. et
HNF6. incremento de tipos celulares al. 2008

Knockout N-CAM.

Células a al centro.

Esni, F. et al,,
1999; Cirulli, V.
et al., 1994.

Knockout
Sur 1.

Kir6.2 y

Cambios en la masa celular y en
su distribucion, células a en mayor
numero y localizadas en el centro
del islote.

Seino, S. et al.,
2000; Marhfour,
l. et al., 2009.

Represion de Nkx2.2
en la etapa posnatal.

Transcripcidn reducida de los gens
de insulina y GLUT 2 y células a al
centro.
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Expresion Modificacion en la arquitectura del Gannon, M. et
persistente de HNF6. islote y fallo de la célula B. al., 1996.

Desarrollo de diabetes mellitus,
transcripcion reducida de los gens Zhang, C. et al.,
de insulina y GLUT 2 y células a al 2005.

Knockout MafA.

centro.
. Modificacion en la morfologia del ~ Sun, G. et al.
Del LKB1 ’ ’
elecion islote. Células desorganizadas. 2010.

Tabla 2. Condiciones fisiologicas o patolégicas donde observa una modificacién en la
arquitectura del islote de Langerhans.

Condicion Morfologia pancreatica Referencia
Diabetes mellitus tipo Incremento de células a al centro Rlaqlgg,?’R.(l\:/:. e;
2 del islote al n wark,

) ' L. et al., 1988.
Incremento en la proporcion de Kharouta, M., et
Embarazo. .
células a. al. 2009.
Ob§3|daq y Incremento en la proporcion de Kharouta, M., et
resistencia a la ,
. \ células a. al. 2009.
insulina.
1.5 Biotina

En décadas pasadas los mecanismos de accion y los efectos a nivel de
expresion de genes de las vitaminas liposolubles ha sido muy estudiado
(Calberg, C., 1999; Balmer, J. et al. 2002; Christakos, S. et al., 2003). Los
ejemplos clasicos son la vitamina A y D, las cuales sirven como precursores de
la superfamilia de receptores nucleares y ademas tienen efectos a nivel
sistémico como en el desarrollo fetal, morfogénesis, inmunidad, crecimiento y
diferenciacion de células epiteliales (Pfahl, M. et al., 1996; Clagett-Dame, M. et
al., 2002; Christakos, S. et al., 2003).

Estudios en modelos animales analizando el exceso o la deficiencia de alguna
vitamina han sido utiles para investigar el rol de éstas en diversas funciones
biolégicas. Asi mismo ha sido a través de su estudio que se han identificado

importantes factores de transcripcién, permitiendo asi el desarrollo de nuevos
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agentes terapéuticos para distintas enfermedades, entre ellas la diabetes
(Mukherjee, R., 1997; Liu, Y.L., 2000).

La extensa investigacion sobre vitaminas liposolubles ha permitido entender el
amplio espectro de acciones bioldgicas en las que participan. En contraste, el
conocimiento que se tiene acerca de las vitaminas hidrosolubles es escaso, sin
embargo cada vez son mas las evidencias que demuestran sus efectos sobre

la expresion de genes (Brandsch, R., 1994; Combs, J., 1994).

La biotina, también llamada B7 o H, es una vitamina hidrosoluble del complejo
B con una estructura quimica que fue elucidada por primera vez en los afios
1940’s. Consiste en un compuesto biciclico con un anillo que contiene un
grupo ureido (-N-CO-N-) y otro que contiene un azufre del cual se ramifica una
cadena lateral de acido valérico (Figura 6). En la naturaleza existen ocho
posibles estereoisomeros y solo uno de ellos, la D-biotina, es enzimaticamente
activo. Su peso es de 244.3 g/mol; es soluble en agua, etanol y alcalis diluidos
(Thorne Research, Inc., 2007).

@)

|
PN

HN NH
\ / Biotin
H? — (\3H
H,C CH
AN
S CH,,.CH,CH,CH,COOH

Figura 6. Estructura quimica de la biotina.

La biotina no puede ser sintetizada por los organismos eucariontes, asi es que
se hace indispensable su consumo en la dieta con requerimientos que van

desde los 75 a los 200 ug diarios. Se encuentra presente en pequefas
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cantidades en gran variedad de alimentos tales como nueces, yema de huevo,
higado, levadura, etc. y generalmente esta unida de manera covalente a una
lisina, formando asi el dimero bioticina (Dakshinamurti, K. et al., 1994). Para su
absorcion se requiere romper este enlace por accién de la biotinidasa
pancreatica (Hymes, J. et al., 1996) para que, estando de manera libre, sea
entonces absorbida por los enterocitos de la porcion distal del duodeno y
proximal del yeyuno para que posteriormente pase al torrente sanguineo. La
entrada a las células se lleva a cabo por el transportador multiple de vitaminas
dependiente de sodio (SMVT) que reconoce la porcidon del acido valérico
(Cohen, N. et al., 1982). Este transportador es una proteina de 634
aminoacidos con 12 dominios transmembranales cuyos extremos amino vy
carboxilo se encuentran hacia el interior de las células. Su papel es el de
introducir a la biotina junto con acido pantoténico y sodio a favor de un

gradiente de concentracion (Chatterjee, N. et al., 1999).

La funcion de la biotina mas conocida en los organismos eucariontes es la de
participar como grupo prostético de las enzimas carboxilasas: acetil-CoA
carboxilasa (ACC) tanto en su forma citosélica (ACC1) como en la mitocondrial
(ACC2), piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC) vy
metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) (Chapman, A. et al., 1999) (Figura 7), las
cuales intervienen en importantes vias metabdlicas como la gluconeogénesis,
la sintesis de lipidos y el catabolismo de algunos aminoacidos (Achuta, P. et
al., 1972).
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B-Metilcrotonil-CoA B-Metilglutaconil-CoA

Figura 7. Carboxilasas dependientes de biotina en mamiferos (Zempleni, J. et al., 1999).

Las carboxilasas se sintetizan como apocarboxilasas, es decir, como proteinas
sin actividad enzimatica. Es hasta que se les une la biotina de manera
covalente por accién de la holocarboxilasa sintetasa, cuando se forma una
proteina activa u holoenzima (Chapman, A. et al., 1999) (Figura 8). Esta
reaccion se lleva a cabo en dos etapas: en la primera la biotina se activa al
reaccionar con una molécula de ATP formando el intermediario biotinil-5-
adenilato. En la segunda etapa el grupo biotinilo se transfiere a la apoenzima
formandose un enlace semipeptidico con un residuo de lisina localizada dentro
de una secuencia Met-Lys-Met altamente conservada en todas las

apocarboxilasas (Lamhonwah, A. et al. 1987).
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BIOTINA DE LA DIETA
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CICLO DE LA BIOTINA

e

Biotinidasa  ejiies- Shuth
: I ol— nocarboxilasas
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Sintesis de &cidos l Catabaolismo

grasos aminoacido
Gluconsogenesis

Figura 8. Ciclo de la biotina en mamiferos

La biotina permanece unida a la carboxilasa hasta que es degradada
proteoliticamente en el sistema autofagico lisosomal, liberando asi residuos de
biotina unida a la lisina (biocitina). Este enlace se rompe por accién de la
biotinidasa y de esta manera la biotina puede ser reutilizada en nuevas
carboxilasas, o bien, puede ser degradada a otros catabolitos y ser excretada

como bisnorbiotina o biotina sulféxido (Wang, K., 1997)

Desligado al rol de grupo prostético la biotina regula la expresién de genes
(Rodriguez-Meléndez, R. et al., 2003; Zempleni, J., 2005). Se tienen reportes
de que a nivel transcripcional regula diversos genes como la holocarboxilasa
sintetasa (HCS) (Rodriguez-Meléndez, R. et al., 2001; Solérzano-Vargas, S. et
al., 2002), ACC, PCC (Soldérzano-Vargas, S. et al., 2002), glucocinasa (GK)
hepatica (Chauhan, J. et al.,, 1991) y pancreatica (Borboni, P. et al., 1996;

Romero-Navarro, G. et al.,1999), fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK)
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hepatica (Dakshinamurti, K. et al., 1994), insulina (Romero-Navarro, G. et
al.,1999), PDX1 (Yoshikawa, H. et al., 2002), interleucina 2 y su receptor
(Yoshikawa, H. et al., 2002; Manthey, K. et al., 2002). Mientras que a nivel pos-
transcripcional se ha encontrado que la biotina modifica la expresion del
receptor de asialoglicoproteinas a través de una via de fosforilaciones que
requieren de GMPc y de la proteina cinasa G (PKG) (Stockert, R. et al., 1990;
Stockert, R. et al., 1997; Collins, J. et al., 1999; De la Vega, L. et al., 2000); asi
mismo, por un mecanismo transcripcional que requiere de la activacion de PKG
también regula la expresion del receptor de insulina (De la Vega, L. et al., 2000)

y la glucocinasa pancreatica (Vilches-Flores 2010).

Su efecto sobre la expresion de genes sustenta su accion sobre un amplio
repertorio de efectos a nivel sistémico en procesos como el desarrollo
(Watanabe, T. et al, 1990; Watanabe, T., 1996); y el metabolismo,
especialmente en el de la glucosa (Fernandez-Mejia, C., 2005; Dakshinamurti,
K., 2005).

1.5.1 Biotina en el desarrollo fetal

Cantidades excesivas de biotina afectan el desarrollo y la reproducciéon. En
insectos, especificamente en mosquitos (Aedes aegypti) (Pillai, M. et al.,1969),
moscas (Musca domestica) (Benschoter, C., 1967) y escarabajos (Dermestes
maculates) (Cohen, E. et al, 1968) la fertilidad se ve reducida debido al exceso
de la vitamina. En ratas la administracién aguda durante el embarazo causa
reabsorcion de los fetos y las placentas (Paul, P. et al., 1975; Paul, P. et al.,

1976). Cabe sefalar que estos efectos son a concentraciones muy altas.

1.5.2 Biotina en el metabolismo de carbohidratos

Los efectos de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos han sido
puestos de manifiesto tanto in vivo como in vitro en condiciones fisioldgicas

normales y en el estado diabético. A continuacion se describen.
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1.5.2.1 Efectos de la suplementacion de biotina

Las primeras evidencias que sugirieron que la biotina intervenia en el
metabolismo de carbohidratos y que permitieron el descubrimiento de los
efectos que tiene sobre la expresion genética fueron reportados por
Dakshinamurti y colaboradores (Mistry, S. et al., 1962). Este grupo encontré
que las ratas deficientes de biotina presentan curvas de tolerancia a la glucosa
significativamente mas elevadas que los animales control, y que el contenido
de glucogeno hepatico y la fosforilacion de la glucosa eran menores
(Dakshinamurti, K. et al.,, 1968). Estudios posteriores demostraron que las
anomalias en el metabolismo de carbohidratos del modelo experimental con
deficiencia se debian a una disminucion en la actividad de la GK hepatica, la
cual es una enzima clave en la captacion posprandial de glucosa en el higado
(Dakshinamurti, K. et al., 1970). EI mismo grupo encontré que la administracion
de dosis suprafisiolégicas de la vitamina (1 mg/kg de peso) incrementa la
actividad de la glucocinasa hepatica (Dakshinamurti, K. et al., 1968;
Dakshinamurti, K. et al., 1970). Este efecto se observé tanto en condiciones
pospandriales, contexto metabdlico en el que normalmente la glucocinasa se
encuentra aumentada, como en situaciones donde la actividad de la enzima se
encuentra disminuida como lo son el ayuno y los momentos posteriores al
consumo de una dieta rica en lipidos. La administracion de biotina a la dosis ya
mencionada también produce un incremento prematuro en la sintesis de la
glucocinasa hepatica en ratas lactantes, periodo en el que normalmente la
enzima no se encuentra presente (Dakshinamurti, K. et al., 1970). Pasados los
afos y gracias a los avances en las técnicas de biologia molecular se hizo
evidente que el efecto que tiene la biotina sobre la GK es consecuencia de una

modificacion en la transcripcion del gen (Chauhan, J. et al., 1991).

En ratas prefadas se observd que la administracion de altas dosis de la
vitamina disminuye la cantidad de glucégeno en utero y placenta, asi como la
actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en ovario, utero e
higado (Paul, P. et al., 1976).

En cultivos in vitro de células también se ha visto que la vitamina tiene efectos

sobre la expresion genética. Se ha encontrado que en hepatocitos aislados de
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ratas normales la biotina incrementa la actividad de la glucocinasa, evento que
es precedido por un aumento en los niveles intracelulares de GMPc (Spence, J.
etal., 1984).

También, concentraciones suprafisiolégicas de biotina tiene efectos sobre el
islote pancredtico. Estudios en nuestro laboratorio han encontrado que
concentraciones de biotina de 10 a 1000 nM aumentan la actividad de la
glucocinasa y la abundancia de ARNm en cultivos de islotes pancreaticos
aislados de ratas nomales, efecto que también se observa en la linea celular
pancreatica RIN1046-38 (Borboni, P. et al.,1996). Nuestros estudios (Romero-
Navarro, G. et al., 1999) y de otros autores (Furukawa, Y. et al., 1995) también
encontraron que islotes cultivados en presencia de biotina aumentan la
secrecion de la insulina. También se ha reportado que la biotina incrementa la
expresion de PDX-1, el cual es un factor transcripcional determinante para el
desarrollo pancreatico y para la expresibn de genes que participan en
funciones fundamentales en el islote de Langerhans (Yoshikawa, H. et al.,
2002).

Otros estudios hechos por nuestro grupo de trabajo (no publicados) en ratones,
los cuales dan origen a este proyecto, han demostrado que la administracién
de una dieta durante ocho semanas conteniendo dosis farmacoldgicas de la
vitamina incrementa la expresion de RNAm de varios factores de transcripcion
que participan en la expresion de la insulina y la secrecion de ésta, tales como
Foxa2, Pdx1 y Hnf4a; también se observaron incrementos en el ARNm de
genes como glucocinasa, Cacnald, ACC, glucagon y la misma insulina. En el
analisis de la secrecion de esta hormona hecho en islotes aislados de ratones
con dieta rica en biotina se encontrd, que comparados con los ratones de la
dieta control, la secrecion de insulina se ve aumentada significativamente.
También se hallaron modificaciones en la arquitectura de los islotes de ratones
que recibieron la dieta suplementada con la vitamina, los cuales muestran un
alto porcentaje de islotes con células a al centro (40.6%). Estudios morfolégicos

revelan que éstos también presentan un mayor tamano (Datos no publicados).

1.5.2.3 Efectos de biotina en modelos diabéticos
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Se tienen reportes de que la biotina en dosis farmacolégicas aminora la
hiperglucemia y es actualmente usada en el tratamiento de la enfermedad
(Albarracin, C. et al.,2005; Singer, G. et al., 2006). Estudios clinicos han
encontrado que pacientes con diabetes tipo 1 tratados durante una semana con
biotina sin recibir insulina exdégena disminuyeron sus concentraciones de
glucosa en ayuno (Coggeshal, J. et al., 1985). En otro estudio con pacientes
diabéticos tipo 2 se encontré que la administraciéon oral de 9 mg de biotina
diarios durante un mes disminuyé las concentraciones de glucosa en ayuno,

asi como de piruvato y lactato (Maebashi, M. et al., 1993).

En modelos animales también se ha reportado que la biotina disminuye la
hiperglucemia. En ratones KK y ratas OLEFT se observé una disminucion de la
hiperglucemia y en la curva de tolerancia a la glucosa en respuesta al
tratamiento con dosis farmacolégicas de la vitamina (Reddi, A. et al., 1988;
Zhang, J. et al., 1996). Estudios en ratas con diabetes inducida por alloxan o
estreptozotocina encontraron que la biotina aumenta significativamente la
actividad de la glucocinasa hepatica, asi mismo se aumenta la actividad de las
enzimas glucoliticas fosfofructocinasa (PFK) y piruvato cinasa (PK) (Reddi, A.
et al., 1988; Zhang, H. et al., 1996). En otros estudios en ratas también con
diabetes inducida la biotina disminuye en mas del 50% la transcripcion de la

PEPCK, enzima limitante en la gluconegénesis (Zhang, H. et al., 1997).
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previamente efectuados por el grupo de trabajo con quien se realiz6
esta tesis, han mostrado que la administracion por ocho semanas de una dieta
suplementada con biotina tiene diversos efectos sobre la estructura y funciéon
del islote pancreatico. Dado que la ingesta de la vitamina se inicia en la etapa
posterior al destete, y éste es un periodo critico para el pancreas debido al
cambio del tipo de alimentacion, es posible que los efectos que produce la dieta
conteniendo cantidades suprafisiolégicas de biotina, observados en el modelo a
las 8 semanas de edad, se presenten desde este periodo. Por otro lado vy
debido a que los estudios existentes sobre los cambios que acontecen durante
la ventana critica posnatal pancreatica se han efectuado en ratas, resulta
importante definir las modificaciones que se producen en ratones en la etapa
de post-ablactacion. Por esa razén en este trabajo también analizamos las
diferencias en el metabolismo de carbohidratos y la morfologia y fisiologia
pancreaticas entre el dia del destete (dia 21) y el dia 8 de la dieta, utilizando

para ello el alimento comunmente usado en los bioterios.

2.1 Hipétesis

La ventana critica es un periodo en el que ocurren cambios estructurales y
funcionales importantes en el desarrollo normal del pancreas.
Dosis suprafisioldgicas de biotina administradas en el periodo posterior al

destete producen cambios en la morfologia y fisiologia del islote.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

a) Caracterizar el metabolismo de carbohidratos y la morfologia y fisiologia
pancreaticas de ratones durante la ventana critica posnatal en la semana
posterior al destete.

b) Analizar los efectos de la biotina en el metabolismo de carbohidratos y en la

morfologia y fisiologia pancreaticas durante ochos dias post-ablactacion.

3.2 Objetivos particulares

En ratones alimentados con la dieta comunmente usada en los bioterios:

a) Caracterizar el metabolismo de carbohidratos durante el periodo que
corresponde a la semana posterior al destete.

b) Realizar estudios morfoldgicos y fisiolégicos del pancreas durante los dias

21 al 28 con la finalidad de llevar a cabo la caracterizacién de esta etapa.

En ratones alimentados con una dieta con concentraciones suprafisioldgicas de
biotina:

c) Caracterizar el metabolismo de carbohidratos durante el periodo que
corresponde a la semana posterior al destete.

d) Realizar estudios morfolégicos y fisiolégicos del pancreas durante los dias
21 al 28 con la finalidad de llevar a cabo la caracterizaciéon de esta etapa.

e) Determinar cual es el efecto de la biotina durante la primera semana de

alimentacion.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Animales de experimentacion

Se usaron ratones machos de la cepa Balb/cAnN Hsd comprados en la
compania Harlan, México. En la tercera semana de edad habiendo sido recién
destetados se dividieron en tres grupos experimentales que fueron alimentados
durante un periodo de ocho dias con tres dietas distintas: una que es la
comunmente utilizada en los bioterios (2018S Teklad Global 18% Protein
Rodent Maintenance Diet, Harlan Teklad) para el grupo que se denominara en
esta tesis como control bioterio, otra con suficiencia de biotina (TD-01362,
Harlan Teklad) (16.4 umol de biotina’/kg alimento) para el grupo control
(denominado grupo suficiente) y otra con altas dosis de la vitamina (TD-01364,
Harlan Teklad) (100 mg de biotina/lkg de alimento) para el grupo de

suplementacion.

Los ratones durante todas las etapas fueron manejados de acuerdo con los
procedimientos estandar establecidos por el Comit¢é de FEtica para la
Experimentacién del Instituto de Investigaciones Biomédicas y se mantuvieron
en condiciones controladas habituales en los bioterios. El peso corporal y el
consumo de alimento fueron monitoreados diariamente con la ayuda de una
balanza (Ohaus, Alemania). Al finalizar el tratamiento los animales se dejaron
en ayuno 16 horas para después ser sometidos a anestesia inhalada con
Sevorane (Laboratorios Abbott, México). Se obtuvieron muestras de sangre y

se extrajo el pancreas y el tejido adiposo.

4.2 Determinacidn de glucosa sanguinea

La concentracion de glucosa en sangre proveniente de la vena de la cola fue
determinada usando un glucémetro (Medisense Optium Xceed, Laboratorios
Abbot, México) y tiras reactivas para este aparato (Medisense Optium Xceed,

Laboratorios Abbot, México).

4.3 Curvas de tolerancia a la insulina
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Las curvas de tolerancia a la insulina fueron llevadas a cabo alrededor de las
10:30 AM en ratones alimentados ad libitum. Las determinaciones de glucosa
en sangre proveniente de la vena de la cola fueron hechas a los 0, 15, 30, 60 y
90 minutos después de una inyeccion intraperitoneal de 1 IU/kg de insulina
regular humana (Humulin, Laboratorios Eli Lily, USA) usando un glucémetro
((Medisense Optium Xceed, Laboratorios Abbot, México) y tiras reactivas para

este aparato (Medisense Optium Xceed, Laboratorios Abbot, México).

4.4 Curvas de tolerancia a la glucosa

Las curvas de tolerancia a la glucosa se efectuaron alrededor de las 10:30 AM
en ratones ayunados 16 horas antes. Se obtuvo una muestra de sangre al
tiempo 0 para determinar la glucosa inicial, posteriormente se realiz6 una
inyeccion intraperitoneal de una solucién de glucosa al 10 % a una dosis de 2
g/kg de peso. Las determinaciones de glucosa en sangre proveniente de la
vena de la cola fueron hechas a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la
inyeccién usando un glucometro ((Medisense Optium Xceed, Laboratorios
Abbot, México) y tiras reactivas para este aparato (Medisense Optium Xceed,

Laboratorios Abbot, México).

4.5 Determinacion de insulina y glucagon en suero

Para la determinacion de las concentraciones de insulina y de glucagon en
suero se tomaron muestras de sangre proveniente de la vena de la cola de
ratones ayunados 16 horas antes del experimento, la cual fue colectada en
tubos Eppendorf de 2.0 mL, se mezclé6 con heparina como anticoagulante
(Inhepar, Farmacéutica Mexicana) y con inhibidor de proteasas (Complette,
Roche Diagnostics, Suiza). Posteriormente las muestras fueron centrifugadas
en dos ocasiones a 10000 rpm a 4 °C por 10 minutos para separar el suero. En
éste se llevaron a cabo inmunoensayos para cada una de las hormonas
usando un kit para ELISA (ALPCO Diagnostics). Las absorbancias fueron

medidas usando un lector de placa (Labsystems, Espafia).
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4.6 Analisis histoldgicos de pancreas

Pancreas deshidratados con un gradiente de xilol-alcohol previamente fijados
en paraformaldehido al 4% disuelto en buffer de sales durante 24 horas a 4 °C
y embebidos en parafina (Paraplast) a 58-60 °C se colocaron dentro de moldes
de plastico. Los tejidos fueron cortados con 5 pm de grosor usando un
mircrotomo y montados en portaobjetos de vidrio previamente recubiertos con
Poly-I-lysina. Posteriormente los cortes se desparafinaron e rehidrataron con un
gradiente de xilol-alcohol, se lavaron con buffer de fosfatos e incubaron con
una solucion de PBS, triton al 3% y suero normal de cabra al 1% durante media
hora a temperatura ambiente. Después se incubaron toda la noche con un
anticuerpo para insulina montado en coballo (ICN) a una dilucién 1:5000. Para
la deteccidn de glucagon los cortes se incubaron por tres horas con un
anticuerpo montado en raton (Sigma) a una dilucion 1:4000. Para la deteccion
de Glut2 el tejido se incubd el mismo tiempo con un anticuerpo montado en
conejo (Millipore) a una dilucion 1:1000. Posteriormente se procedi6 a hacer las
incubaciones con los respectivos anticuerpos secundarios, los usados fueron
los siguientes: anti-coballo conjugado con FITC (Jackson) a una dilucién 1:200,
anti-ratén conjugado con CY3 (Jackson) a una dilucion 1:800 y anti-conejo
acoplado con CY3 (Jacson) a una dilucién 1:800. Después de las incubaciones
los cortes fueron lavados en PBS y cubiertos con medio de montaje y un
cubreobjetos previamente lavado en alcohol absoluto. Las imagenes de los
islotes pancreaticos fueron obtenidas usando Laser Scanning System LSM 510

y editadas usando el programa Metamorph.

4.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se usd el programa Statview V.4.5 (Abacus
Concepts). Todos los datos presentados corresponden al promedio + error
estandar. La significancia estadistica fue evaluada por una prueba de ANOVA
de dos vias. Los valores de P menores a 0.05 son considerados como

estadisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

A continuacion se muestran los hallazgos realizados en cada uno de los rubros
analizados. Primero se expone lo referente a la descripcion de la ventana
critica postnatal pancreatica, trabajo hecho en animales alimentados con la
dieta que reciben usualmente en el bioterio los ratones (2018S Teklad Global
18% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Teklad). Posteriormente se
presentan los efectos que la biotina tuvo en el metabolismo de carbohidratos y

la morfologia y fisiologia pancreaticas.

5.1 Caracterizacion del metabolismo de carbohidratos y la morfologia y

fisiologia pancreaticas de ratones durante la ventana critica postnatal

5.1.1 Peso corporal

El peso corporal lo tomamos como un indicador del desarrollo y el estado de
salud de los animales, por lo que lo monitoreamos a lo largo del experimento. A
continuacion se muestra una curva de crecimiento que representa, en
porcentaje, el peso que fueron aumentando a lo largo de los dias (Figura 9). En
esta se observa que en la semana critica postnatal los ratones aumentan
alrededor de un 40%, lo que equivale a 5.1 g. Al segundo dia se observo una
ligera baja en el peso corporal.
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Figura 9. Curva de crecimiento que muestra el aumento de peso en porcentaje del grupo control bioterio a

lo largo de la semana de alimentacion.

5.1.2 Consumo de alimento

El segundo paso fue monitorear el consumo de alimento para conocer las
variaciones que se presentaban a lo largo de la semana y sobre todo, para
averiguar si la baja en el peso corporal que se observa en el segundo dia se
debia a un decremento en la ingesta de comida. En la siguiente figura (10) se
esquematiza el consumo de alimento por ratén ajustado al peso corporal. Se
puede observar que dicho parametro se ve en aumento desde el primer hasta
el tercer dia post-ablactacion, con lo cual se descarta que la ligera baja de peso
presentada sea ocasionada por una menor ingesta de alimento. Cabe sefalar
que entre el dia 21 y el dia 28 postnatal los requerimientos de alimento
aumentan en promedio 0.46 g / g de raton.
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Figura 10. Grafica que muestra el consumo de alimento promedio por ratén ajustado al peso corporal a lo

largo de los siete dias de alimentacion.

5.1.3 Peso del pancreas

Dado que los animales se encuentran en un periodo critico de maduracion y se
espera que el pancreas esté aun en desarrollo, evaluamos el peso de este
tejido a los dias postnatales 21 y 28. En la siguiente grafica (Figura 11) se
muestra el peso neto del 6rgano al comenzar y al finalizar el experimento, el

cual incremento 43% con respecto a su peso inicial.
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Figura 11. Incremento en el peso del pancreas en la semana post-ablactacion.

Otro aspecto importante fue determinar si el incremento en el peso del 6rgano
se relaciona con el peso corporal del organismo. Con este fin se hizo un
estudio de regresion incluyendo a las dos variables mencionadas (Figuras 12 y
13). Los resultados revelaron que al dia 21 el peso del érgano es independiente
al peso corporal, mientras que al dia 28 las dos variables estan correlacionadas
de manera lineal.
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Regression Plot

105 7 r
A7 [ C
.095 7 N
.09 7
.085 7
.08 7
.075 7
.07 7
.065 7
.06 7
.055 7

pesopancreas

.05 T T T I. T T T !

6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16
pesocorporal

Y =.058 +.002 * X; R*2 =.092

Figura 12. Regresion que muestra la relacion existente entre las variables peso corporal y peso del
pancreas al dia 21 postnatal (n=22).
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Figura 13. Regresion que muestra la relacion existente entre las variables peso corporal y peso del
pancreas al dia 28 postnatal (n=5).

5.1.4 Peso del tejido adiposo

Dado que el cambio de alimentacion podria modificar las reservas de
triglicéridos al pasar de una dieta rica en grasas a una dieta rica en
carbohidratos, consideramos que podria haber cambios en el tejido adiposo
que es el principal reservorio de grasa en el organismo. Por dicha razén se
decidié monitorear su el peso al inicio y al final del experimento. Se observd

que dicha variable, ajustada al peso corporal, tiene una disminucion
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estadisticamente significativa que corresponde a un decremento del 38.8%

con respecto al dia postnatal 21(Figura 14).
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Figura 14. Peso de tejido adiposo ajustado al peso corporal a los dias 21 y 28 postnatal.

5.1.5 Glucosa sanguinea en ayuno

Los niveles de glucosa en sangre fueron monitoreados en un estado de ayuno
de 16 horas. Se observo que al dia posnatal 21 la glucosa promedio es de
111.09 mg/dl, lo que significa que hay una hiperglucemia moderada la cual
desaparece al dia 28, siendo la glucosa promedio en esta etapa de 77.53
mg/dl. Cabe sefalar que estos niveles ya se asemejan a los manejados por un

raton adulto (Figura 15).
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Figura 15. Niveles de glucosa promedio en ayuno a los dias 21 y 28 postnatal.

5.1.6 Glucosa sanguinea posprandial

También se analizaron las concentraciones de glucosa en ratones alimentados
ad libitum. Los resultados no mostraron diferencias significativas en los
concentraciones de glucosa posprandial entre el dia 21 y el 28 (Figura 16),
siendo en promedio de 150 mg/dl.
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Figura 16. Niveles de glucosa promedio en los dias 21 y 28 postnatal en ratones alimentados ad libitum.

5.1.7 Curva de tolerancia a la glucosa

Para analizar la capacidad de regular la glucemia se realizd una curva de
tolerancia en los ratones a los 21 y 28 dias de nacimiento. En la siguiente
grafica se muestran los cambios de los niveles de glucosa expresada en
porcentaje con respecto a las concentraciones al tiempo cero. Los resultados
revelan que las curvas de tolerancia a la glucosa en las dos etapas es muy
similar, exceptuando en el tiempo 60, donde el grupo de ratones de 21 dias de
nacidos presenta una glucosa promedio menor comparada con los ratones de
28 dias (Figura 17).
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Figura 17. Curva de tolerancia a la glucosa presentada en porcentaje a los tiempos 0, 15, 30, 60 y 120

minutos en los dias 21 y 28 postnatal.

5.1.8 Curva de resistencia a la insulina

Dado que existen reportes de una insensibilidad a la insulina durante la
ventana critica postnatal, se realizé una curva de resistencia al finalizar la
semana post-ablactacion para de esta manera averiguar si la accion biologica
de la hormona al final de esta etapa es similar a la de un animal adulto. En la
figura 18 se muestra, en porcentaje, los cambios en los niveles de glucosa a los
diferentes tiempos. Se observa que en el minuto 15, posterior a la inyeccion
intraperitoneal de insulina, hay una baja del 40% en la concentracion de
glucosa, disminucion que se mantiene al tiempo 30 para ir desapareciendo al

minuto 60. Se regresa a los niveles basales al minuto 90. (Figura 18).
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Figura 18. Curva de tolerancia a la insulina presentada en porcentaje a los tiempos 0, 15, 30, 60 y 90

minutos al dia postnatal 28 (n=10).

5.1.9 Insulina en suero

Para profundizar en la fisiologia pancreatica se hicieron experimentos que nos
permitieron conocer los niveles en sangre de las hormonas secretadas por este
organo. La primera analizada fue la insulina, observandose que al dia 21 se
presenta una ligera hiperinsulinemia siendo el promedio de la concentracion de
ésta de 0.764 ng/ml. Al dia 28 postnatal la hormona disminuye a valores de
0.273 ng/ml, lo que corresponde a una reduccion del 64.26% con respecto a los

valores iniciales (Figura 19).
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Figura 18. Niveles de insulina en suero al dia 21 (n=4) y al dia 28 postnatal (n=6).

5.1.10 Glucagon en suero

El glucagon también fue monitoreado dado su rol central en el mantenimiento
de la homeostasis de la glucosa. Se encontr6 que de manera similar al
comportamiento de la insulina, en este periodo existe una reduccion en los
niveles séricos de la hormona. Al dia 21 el promedio de la concentracién del
glucagon es de 395.459 ng/ml mientras que al dia 28 los niveles bajan a
189.297 ng/ml, lo que corresponde a una disminucion del 47.86% (Figura 19).
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Figura 19. Niveles de glucagon en suero al dia 21(n=5) y al dia 28 postnatal (n=5).

5.1.11 Morfologia pancreatica

Para el analisis morfologico se hicieron cortes histolégicos de cada uno de los
pancreas y se evaluaron en ellos diferentes parametros. Las variables que se
tomaron en cuenta fueron: nimero y tamano de los islotes, numero de éstos
en vias de formacion, porcentaje total de islotes con células a al centro y patrén

de expresioén de Glut 2 en la célula 3 pancreatica.

5.1.11.1 Numero de islotes
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El promedio del total de islotes presentes en cada corte de tejido pancreatico
se obtuvo realizando un conteo tomando en cuenta unicamente a los islotes ya
totalmente formados, es decir, aquellos que cuentan con una estructura y
morfologia bien definidas asi como con un numero suficiente de células (>20).
Los resultados obtenidos revelaron que tanto al dia 21 como al dia 28 el

numero de islotes es el mismo (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio de islotes al dia 21 (n=4) y al dia 28 postnatal (n=4).

Numero de islotes 9.6+1.04 8.5+3.51

5.1.11.2 Tamaiio de los islotes

La observacion realizada sobre el tamafio de los islotes de Langerhans se hizo
de manera cualitativa clasificandolos en pequefios, medianos, grandes y muy
grandes. A diferencia de lo encontrado en el dia 21 postnatal donde presentan
tamano mediano, al dia 28 se observé un aumento de la masa en el 25% de los

islotes pancraticos (Tabla 4 y figura 20).

Tabla 4. Tamafo promedio de los islotes al dia 21 (n=4) y al dia 28 postnatal(n=4).

Medianos Medianos (75%) y

Tamano de los islotes (100%). grandes (25%).

Figura 20. A) Islote representativo del dia 21 postnatal. B) Islote representativo del dia 28 postnatal.
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5.1.11.3 Numero de islotes en vias de formacion

Al analizar cada uno de los pancreas nos percatamos de que no todos los
islotes estaban perfectamente formados, por lo que se realizé el conteo de
cuantos eran los islotes que aun no contaban con un numero suficiente de
células (<20) ni con una estructura y morfologia bien definidas, a los cuales
nombramos islotes en vias de formacién. Encontramos que al dia posnatal 21
hay un numero mayor de islotes en vias de formacion comparado con los

presentes al dia 28 (Tabla 5 y figura 21).

Tabla 5. Numero promedio de islotes en vias de formacion al dia 21 (n=4) y al dia 28 postnatal (n=4).

Islotes en vias de formacion. 11+2.64 6.66+1.15

Figura 21. A) Islotes representativos del dia postnatal 21 en vias de formacion.

5.1.11.4 Expresion de Glut2

Como un marcador de maduracién analizamos la expresién del transportador
de glucosa Glut2 a los dias 21 y 28 postnatales. Lo que se tomd en cuenta fue
su localizacién y lo que se obtuvo fue el porcentaje de islotes que lo expresan
en el citoplasma y el porcentaje que lo expresan en la membrana plasmatica.
Se observo que al dia 21 los islotes tienden a presentarlo mas en la membrana

que en el citoplasma (Tabla 6 y figura 22).

Tabla 6. Patron de expresion de Glut2 al dia 21 (n=4) y al 28 postnatal (n=4).
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Patrén de expresion de | Citoplasma (50%) y | Citoplasma (25%) y
Glut2. membrana (50%). membrana (75%).

Figura 22. A) Islote representativo del dia 21 postnatal (con Glut2 en el citoplasma). B) Islote

representativo del dia 28 postnatal (con Glut2 en el citolasma y en la membrana ).

5.1.11.5 Islotes con células a al centro

Los islotes de Langerhans presentan una citoarquitectura bien definida en
donde, de manera general, la mayor parte de células a se encuentran
distribuidas en la periferia y algunas en la en la parte central entremezcladas
con las células B. Decidimos analizar qué porcentaje presentan dicha
morfologia considerando un islote con células a al centro cuando éstas se
encuentran mas alla de la tercera capa de células (contando de afuera hacia
adentro) en un islote plenamente formado. Se observé que tanto al dia 21
como al 28 se encuentra un pequefio porcentaje de islotes con células a al
centro, sin embargo el porcentaje es menor al que se observa en los islotes de
los ratones adultos (30-40% en adulto vs. 2.6-4 % en la primera semana post-

ablactacion) (Tabla 7 y figura 23).

Tabla 7. Porcentaje de islotes con células a al centro al dia 21 (n=4) y al dia 28 postnatal (n=4).

Islotes con células a al centro. 4% 2.6%
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Figura 23. Islote representativo de la semana posterior al destete con células a al centro.

5.2 Efectos de la biotina en el metabolismo de carbohidratos y en la

morfologia y fisiologia pancreaticas durante la ventana critica postnatal.

En otra serie de experimentos comparamos los efectos producidos entre una
dieta conteniendo las cantidades suficientes de biotina para suplir los
requerimientos diarios (1.76 mg/kg dieta), contra los efectos de esta dieta
adicionada con cantidades de biotina 55 veces mayores (97.7 mg/kg), las

cuales se denominan dieta suficiente y dieta suplementada, respectivamente.

5.2.1 Peso corporal

El peso corporal al final del experimento fue monitoreado en ratones
alimentados ad libitum (panel A) y en animales con 16 horas de ayuno (panel

B). Los resultados indican que no hubo diferencias entre los grupos. (Figura

24). 16
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Figura 24. Peso corporal final promedio. A) En condiciones de ayuno. B) En condiciones postprandiales.

5.2.2 Consumo de alimento

El consumo de alimento se monitoreé durante los dias de tratamiento como un
indicativo del estado nutricional y de salud. En la siguiente grafica se muestra el
consumo promedio ajustado al peso corporal a lo largo de la semana de
alimentacion. No se observan cambios significativos entre los grupos (Figura
26).
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Figura 26. Consumo de alimento promedio ajustado al peso corporal a lo largo de la semana de

alimentacion.

5.2.3 Peso del pancreas

pppComo un dato indicativo del desarrollo del 6érgano se registré el peso del
pancreas en los dos grupos. Encontramos que el grupo que recibié la dieta
suplementada presentdé mayor tamano del pancreas: 17.74% mas grande

comparado con el grupo que recibio la dieta suficiente en biotina (Figura 27).
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Figura 27. Peso promedio del pancreas al final del experimento.

Asi mismo se hizo la relacién entre el peso del érgano y el peso corporal. En
las siguientes graficas se muestra una regresion en donde tenemos la primer
variable mencionada en el eje de las x y la segunda en el eje de las y. A
diferencia del ajuste lineal que presenta esta relaciéon en el grupo que recibio la
dieta suficiente de biotina (Figura 28), el grupo con la dieta rica en biotina se

ajusta a una ecuacion polinomial con una R=0.859.
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Figura 28. Regresion que muestra la relacion existente entre las variables peso corporal y peso del
pancreas a la semana 1 en el grupo control (n=10).
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Figura 29. Regresion que muestra la relacion existente entre las variables peso corporal y peso del
pancreas a la semana 1 en el grupo suplementado (n=7).

5.2.4 Glucosa sanguinea en ayuno

Se comparo el efecto de las dietas sobre las concentraciones de glucosa en
ayuno. Se encontrd que el grupo que recibié la dieta suplementada con biotina

presenta niveles 12.62% mas bajos comparados con el grupo control (Figura
30).
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Figura 30. Glucosa final promedio en ayuno.

5.2.5 Glucosa sanguinea posprandial

También se determind la glucosa en ratones alimentados ad libitum. EI grupo
suplementado presenté concentraciones de glucosa en promedio de 99.78

mg/dI, lo que corresponde a un 31.9% menos respecto a su control (Figura 31).
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Figura 31. Glucosa final promedio en condiciones postprandiales.
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5.2.6 Curva de tolerancia a la glucosa

Al dia 28 postnatal se realizé una curva de tolerancia a la glucosa para indagar
en la homeostasis de este metabolito. Se observd una diferencia
significativamente menor en las concentraciones de glucosa a los 30 minutos
de la prueba, en los ratones que recibieron la dieta suplementada con biotina.
(Figura 32).
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Figura 32. Curva de tolerancia a la glucosa al dia 28 postnatal presentada en porcentaje.

5.2.7 Insulina en suero

La disminucion en las concentraciones de glucosa observada en los ratones
que recibieron la dieta suplementada con biotina podrian ser explicados por
una aumento en las concentraciones de insulina, por lo que procedimos a
analizar este parametro. Se encontrd que, a diferencia de lo esperado, el grupo
suplementado presenta un 79.52% menos de insulina que el grupo (Control =
0.336 £ 0.069 ng/ml, grupo suplementado = 0.069 = 0.008) (Figura 33).
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Figura 33. Insulina final promedio.

5.2.8 Glucagon en suero

También analizamos las concentraciones de glucagon al dia 28 postnatal. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos. El control tiene un
promedio de 227.36 + 17.061 ng/ml y el grupo con la dieta suplementada
229.56 + 31.524 ng/ml (Figura 34).
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Figura 34. Concentraciones de glucagon.
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5.2.9 Morfologia pancreatica

Se efectuaron estudios morfolégicos del pancreas, cuantificandose: el numero
de islotes y su tamafio; los islotes en vias de formacion; la expresién de Glut2,
y la proporcion del numero de islotes con células a al centro. A continuacion se

muestran los resultados.

5.2.9.1 Numero de islotes

El numero de islotes totales no presenté variacion alguna entre los grupos,
observandose que cada uno cuenta con entre 9 y 10 islotes en promedio (Tabla
8).

Tabla 8. Promedio de islotes totales (n=4 por grupo).

Control \ Suplementados
Islotes totales | 9.75+5.18 10+2.82

5.2.9.2 Tamano de los islotes

Se observaron diferencias en el tamano de los islotes entre los grupos. El
grupo control tiene islotes cuyos tamafios oscilan entre pequefios y grandes;
mientras que en los islotes del grupo suplementado van de medianos a
grandes y, ademas, muestran islotes muy grandes, los cuales no se encuentran

en el grupo control. (Tabla 9y figura 35).

Tabla 9. Tamafo promedio de los islotes (n=4 por grupo).

Control Suplementados
Pequefios (50%), Medianos (60%),

Tamano de los islotes medianos (40%)y | grandes (30%) y muy
grandes (10%). grandes (10%).
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Figura 35. A) Islote representativo del grupo suficiente. B) Islote representativo del grupo suplementado.

5.2.9.3 Numero de islotes en vias de formacidén

En cuanto al numero de islotes en vias de formacion, el grupo suplementado
tiene en promedio mayor numero de islotes que cumplen con esta condicion
(Tabla 10 y figura 36).

Tabla 10. Niumero promedio de islotes en vias de formacion (n=4 por grupo).

Control | Suplementados

Islotes en vias de formacion. | 11.33+1.52 17.33+£3.05

5.2.9.4 Expresion de Glut2

La localizacion del glucotranpsortador Glut2 se analizé a través de
inmunohistoquimica Se encontrdé que el grupo control presenta el 75% de esta
proteina en la membrana plasmatica, mientras que el otro 25% se encuentra en
el citoplasma. El grupo suplementado tiene el Glut2 localizado en la membrana

en el 100% de sus islotes (Tabla 11y figura 37).

Tabla 11. Patron de expresion de Glut2 (n=4 por grupo).

Control Suplementados
Patron de expresion de Citoplasma (25%) y Membrana
Glut2. membrana (75%). (100%).
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Figura 37. A) Islote representativo del grupo suficiente (con Glut2 en el citoplasma). B) Islote

representativo del grupo suplementado (con Glut2 perfectamente en la membrana).

5.2.9.5 Islotes con células a al centro

El porcentaje de islotes con células a al centro fue una variable que también se
cuantificd en los diferentes grupos. Lo aqui encontrado representa uno de los
efectos de la biotina sobre la morfologia del pancreas que mas llama la
atencion: la suplementacién con la vitamina claramente modifica la
citoarquitectura del islote encontrandose un 29% de éstos con células a al
centro, lo que corresponde a un 20.1% mas respecto a su control (Tabla 12 y
figura 38).

Tabla 12. Porcentaje de islotes con células a al centro (n=4 por grupo).

Control Suplementados\
Islotes con células a al centro. 9.30% 29.40%

Figura 23. A) Islote representativo del grupo suficiente. B) Islote del grupo suplementado con células a al

centro.
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6 6 sDISCUSION

6.1 Caracterizacion del metabolismo de carbohidratos y la morfologia y

fisiologia pancreaticas de ratones durante la ventana critica posnatal

El periodo correspondiente al destete es una etapa muy importante e
interesante de estudiar porque, como ya se menciond anteriormente,
representa un reto metabdlico debido a que se pasa de una dieta rica en lipidos
a una dieta rica en carbohidratos, presentandose modificaciones estructurales y
funcionales que determinaran el buen funcionamiento de los organismos en la
vida adulta. Este periodo ha sido poco estudiado, siendo Unicamente datos en
la rata los que documentan los eventos en este periodo (Aguayo, C. et al.,
2006). No existen hasta el momento datos en el raton. En este trabajo se
hallaron resultados que confirman que en esta etapa se producen cambios
unicos en su tipo que incluyen tasas de crecimiento del pancreas que no se
presentan en etapas posteriores, y parametros metabdlicos que difieren entre

la ventana critica y la etapa adulta.

Como consecuencia del cambio de dieta se encontré que el tejido adiposo es
mas abundante al dia 21 que al dia 28 postnatal a pesar de que el peso
corporal es mayor en este ultimo. Esto se debe seguramente a que durante la
lactancia no existe una movilizacion significativa de acidos grasos, la cual
comienza a presentarse posterior al destete, coincidiendo con el hecho de que

la lipasa sensible a hormonas (HSL) se activa (Girard, J. et al., 1992).

La adaptacion que debe presentarse ante la nueva fuente de energia se ve
también reflejada en distintos pardmetros metabdlicos. Nuestros datos
muestran que al dia postnatal 21 existe una hiperglucemia moderada junto con
niveles de insulina elevados, caracteristicas que desaparecen al dia 28 y que
concuerdan con estudios previos hechos en modelos de rata (Aguayo, C. et al.,
2006). Esto se atribuye a que las células B neonatales presentan una baja
sensibilidad a la glucosa y una secrecion de insulina escasa y unimodal
(Aguayo, C. et al., 2006), razén que explica porqué se encuentran niveles altos
de glucosa en sangre a pesar de existir una concentracion de insulina muy

elevada. Uno de los mecanismos que se han propuesto para esta falta de
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sensibilidad al efecto secretagogo de insulina de la glucosa es una baja
intensidad de corriente en los canales de Ca+ y reducida sintesis de su mARN,
mientras que el otro mecanismo planteado se encuentra ligado con la
localizacion de GLUTZ2, proteina transportadora de glucosa en pancreas con un
papel clave en el metabolismo de ésta y en la secrecion de insulina, que en vez
de encontrarse en la membrana plasmatica, como sucede en las células
adultas, se encuentra principalmente en el citoplasma en las células neonatas,
afectando asi la movilizacion adecuada de la glucosa al interior de la célula
(Heinze, E. et al., 1971; Asplun, K., 1972; Navarro, V. et al., 2006).

Por otra parte encontramos que la hormona contrarreguladora de la insulina, el
glucagon, al dia postnatal 21 se encuentra muy elevada comparada con los
niveles presentados al dia 28. Esto podria deberse a una respuesta paracrina
del islote como consecuencia de la hiperinsulinemia presentada en esta etapa.
Asi mismo, la existencia de cantidades elevadas de glucagon en el destete y su
posterior disminucion en la semana subsiguiente a éste se encuentra en
concordancia con observaciones que indican que en la semana posterior al
destete se produce una apoptosis de células a (Aguayo, C. et al., 2006;
Steiner, D. et al., 2010), lo que permite que al final de esta ventana critica se

presenten niveles similares de glucagon a los de un animal adulto.

Nuestros resultados sobre los cambios en el peso del pancreas sugieren que el
periodo en estudio es importante no solo para el tejido enddcrino, sino también
para el érgano en general. Como fue revelado por nuestros datos, el peso neto
del tejido incrementa a una tasa elevada en este periodo. Resulta interesante la
observacion sobre los cambios en la relacion entre el peso del tejido y el peso
corporal: como se describidé en la seccidon de resultados, durante este periodo
se adquiere una linealidad entre las dos variables, la cual es inexistente al dia
28 postnatal. Esto sugiere que dicha proporcionalidad podria ser indicativa de

una madurez funcional (Montanya, E., et al., 2000).

Aunque en este trabajo encontramos que existen algunos hallazgos que
coinciden con la descripcion hecha para la ventana critica postnatal en las
ratas, hay algunos datos que difieren; entre ellos se encuentra la insensibilidad

a la insulina: En las ratas, (Aguayo, C. et al., 2006) se ha reportado que al dia
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28 postnatal existe una insensibilidad a la hormona, en tanto que en nuestros
estudios en el ratébn la curva de resistencia a la insulina presenta un
comportamiento similar al de un animal adulto. Nosotros proponemos que estas
discrepancias podrian deberse a que en los ratones, el periodo de
hiperglucemia visto al dia 21 y que en la rata se reporta desde el dia seis
postnatal (Aguayo, C. et al., 2006), desaparece inmediatamente después del
cambio de dieta, lo que propicia la desaparicion de esa insensibilidad a la
insulina. Esta hipotesis esta sostenida por reportes que afirman que la
exposicidon a periodos de hiperglucemia sostenida disminuyen la sensibilidad a
la hormona (Leahy, J. et al., 1986; Schuit. F. et al., 2002)

Los datos nos sugieren que finalizada la semana de post-ablactacion, se ha
producido en el pancreas una maduraicon funcional que le permite mantener
niveles de glucosa séricos normales y responder a cargas del carbohidrato
logrando una homeostasis similar a la que se presenta en la edad, esto con la
participacion de los tejidos periféricos que también han transitado por un
periodo de maduracion y ahora son sensibles a la insulina. En nuestros
estudios con marcadores de maduracion como Glut2, encontramos que aun el
desarrollo del islote no ha finalizado, punto de vista que es respaldado también
por estudios morfolégicos que indican que en el dia 28 de nacimiento todavia
existe un alto numero de islotes en vias de formacion, asi como islotes de
pequefio tamafo sin el porcentaje de células a al centro que usualmente se
encuentran en los animales adultos, lo que nos indica de que madurez la
morfolégica aun no se ha alcanzado. Por todo lo anterior nosotros proponemos
que en trabajos futuros el estudio de la ventana critica no se restringa a la
semana post-ablactacion y se realice por un mayor numero de dias, para que
de esta manera se pueda conocer con precisibn cuando concluye este

importante periodo.

6.2 Efectos de la biotina en el metabolismo de carbohidratos y en la

morfologia y fisiologia pancreaticas durante la ventana critica posnatal

Dado que el pancreas durante la ventana critica postnatal estd inmaduro, es

facilmente susceptible a cambios en respuesta a diferentes factores. Tomando
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en cuenta los estudios previamente efectuados por el grupo de trabajo con
quien se realizé esta tesis, que han mostrado que la administracién por ocho
semanas de una dieta suplementada con biotina tiene diversos efectos sobre la
estructura y funcion del islote pancreatico, consideramos posible que los
cambios que produce la dieta conteniendo cantidades suprafisiolégicas de
biotina, observados en el modelo a las 8 semanas de edad, se presenten en

este periodo.

En este trabajo de Tesis encontramos que los animales alimentados con la
dieta rica en biotina presentan concentraciones de glucosa menores a las que
presenta el grupo control. Estos resultados concuerdan con los efectos
hipoglucemiantes de la biotina observados en pacientes y animales diabéticos
(Coggeshall et al., 1985; Reddi, A. et al., 1988; Maebashi et al., 1993; Zhang,
H. et al., 1996). Las concentraciones de glucosa reducidas observadas en el
grupo de animales tratados con biotina no se encuentran relacionadas con un
menor consumo de alimento, ya que la ingesta de comida es igual en los dos
grupos. Tampoco se encuentra ligada a aumentos en los niveles sanguineos
de insulina, ya que, paraddjicamente, las concentraciones de esta hormona
estan disminuidas. El hecho de que tengamos niveles séricos de insulina bajos
y que a pesar de eso se mantenga una glucosa en ayuno baja, sugiere que los
animales que recibieron el tratamiento con biotina son mas sensibles a la

accion de la insulina.

En las curvas de tolerancia a la glucosa los animales del grupo suplementado
respondieron mejor a la carga del carbohidrato bajando en mayor proporcién
las concentraciones de glucosa en sangre en comparacién con el control; esto
podria deberse a una mayor secrecion de insulina en respuesta a glucosa,
como se ha visto en otros trabajos (Romero-Navarro, G. et al., 1999; Sone, H.
et al., 2000). Dicho aumento en la secrecion por parte de los islotes de
Langerhans se puede deber, en parte, a que en estos animales el Glut2 se
encuentra localizado en la membrana plasmatica, permitiendo asi una
adecuada entrada de la glucosa y, en consecuencia, una secrecion de insulina
mas eficiente. También dilucidamos que el aumento del tamafio de los islotes y
la cantidad de células B, participarian en un aumento en la secrecién de la

insulina debido a un mayor contenido de la hormona.
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Sin embargo, la ya mencionada mejor respuesta del grupo suplementado en la
curva de tolerancia a la glucosa también podria ser resultado de un aumento en
la sensibilidad a la insulina, como lo sugieren los efectos observados en las
concentraciones sanguineas de glucosa y de insulina descritos en el parrafo
anterior y los estudios reportados en la literatura (Reddi, A. et al., 1988). En
estudios futuros proponemos analizar el efecto de la dieta rica en biotina sobre

la sensibilidad a la insulina mediante una curva de tolerancia a la insulina..

Se sabe que el tamano de los islotes, y del pancreas en general, esta
determinado por una proporcion entre la proliferacion y la apoptosis de las
células. El que nosotros hayamos encontrado un aumento en su tamafo en
respuesta a la dieta suplementada con biotina podria deberse a un incremento
en la primera, ya que existen reportes de que la biotina in vitro aumenta tasas
de proliferacion (Sarah, E. et al., 2004). Este hecho también respaldaria
nuestro hallazgo de un mayor numero de islotes en vias de formacién en el
grupo suplementado ya que, en la etapa postnatal, lo que rige la regeneracion
en el 6rgano es la proliferacion y no la neogénesis como se da en el desarrollo
embrionario (Hue-Lee C., 1994; Francisco de Assis, G. et al., 2002; Jiang, Y. et
al., 2008).

Finalmente, nuestros resultados también encontraron que la biotina, ademas de
poseer efectos sobre la fisiologia del islote pancreatico, también modifica la
estructura de éste. Dicho hallazgo sugiere que la vitamina es capaz de
modificar la estructura tisular y abre nuevas preguntas sobre los mecanismos

mediante los cuales la vitamina produce sus efectos.
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7 CONCLUSIONES

El trabajo aqui expuesto representa el primer reporte sobre lo que acontece en
el metabolismo de la glucosa, la morfologia y la fisiologia pancreaticas durante
la semana posterior al destete. Conforme a nuestra hipotesis de que este
periodo es una ventana critica para el érgano se encontré que el pancreas
atraviesa por una serie de cambios que repercuten en el metabolismo de

carbohidratos.

Asi mismo, nuestros resultados indican que la biotina tiene efectos sobre la
estructura y favorece la funcién del pancreas en este periodo critico del
desarrollo. Dado que se ha ampliamente documentado que una correcta
maduracién de este 6rgano favorece su funcion y lo hace menos susceptible a
danos por retos metabdlicos, la suplementacion con cantidades
suprafisioldgicas de esta vitamina durante el desarrollo postnatal temprano
podria tener efectos benéficos evitando el desarrollar enfermedades como la
diabetes mellitus, padecimiento que representa uno de los problemas de salud

mas graves en México y en el mundo.
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