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Resumen

El pancreas, es uno de los 6rganos encargados de regular los procesos metabolicos en los
mamiferos. Se encarga de secretar enzimas digestivas hacia el duodeno, que son importantes
en la digestion y absorcion de carbohidratos, lipidos y proteinas. Ademas secreta hormonas
que son necesarias para metabolizar la glucosa, la insulina y el glucagon. Estas hormonas son
secretadas por los islotes de Langerhans (Las células a secretan glucagon, las f secretan
insulina). Menor tamafio de los islotes pancreaticos, menor nimero de células f y menor
concentracion de insulina sérica se ha correlacionado con la restriccion de proteinas en la dieta
de la madre gestante y en las crias al nacimiento. Por otro lado, en animales adultos se ha
mostrado que el consumo de agua azucarada en diferentes concentraciones (desde 5 hasta
30%) se correlacionado con concentraciones séricas elevadas de colesterol, triglicéridos y
resistencia a la insulina. Ello podria implicar que para el desarrollo de enfermedades
metabolicas, ademads de la predisposicion genética, también de debe considerar la exposicion a
diferentes factores epigenéticos.

El objetivo de la presente tesis fue determinar la correlaciéon de combinar una restriccion
proteinica gestacional en la madre y el consumo de agua azucarada en la progenie adulta con
la modificacion del arreglo histoldgico del pancreas.

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (n=12), divididas en dos grupos, unas que fueron
alimentadas con una dieta control (20 g de proteina/100 g de alimento); y otro con una dieta
restringida (10 g de proteina/ 100 g de alimento), dicha manipulacion se realiz6 en ambos
grupos durante la gestacion (21 dias), posteriormente se alimentaron con una dieta estandar
control (chow Purina 5001). Las ratas crias durante los primeros tres meses fueron alimentadas
con una dieta estandar y agua ad libitum. A partir de los tres meses se separaron en cuatro
subgrupos, donde algunos subgrupos consumieron agua azucarada al 5%, quedando
distribuidas de la siguiente manera: progenie de ratas con dieta control mas agua simple (C),
progenie de ratas con dieta restringida mas agua simple (R), progenie de ratas con dieta

control mas agua azucarada al 5% (C/A) y progenie de ratas con dieta restringida mas agua



azucarada al 5% (R/A). Se registro el peso corporal durante todo el estudio, al sacrificio de los
animales se removio el pancreas y se pesd. Posteriormente, el pancreas fue fijado en
formaldehido al 4%, deshidratado en alcoholes ascendentes, aclarado en xileno e incluido en
paraplast X-tra. Los cortes histologicos de 7 pm fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina para
analizar area de los islotes pancredticos, evaluar la frecuencia del 4rea de los islotes
pancredaticos, evaluar la distribucion de frecuencias de los islotes pancreéticos, cuantificar el
numero de islotes pancreaticos totales y cuantificar el nimero de nucleos totales. Las medidas
morfométricas de la progenie un dia después del nacimiento se analizaron por medio de una
prueba de #-Student (P<0,05). Una ANOVA de dos vias se utiliz6 para un andlisis mixto
bifactorial, donde se consider6 el consumo de agua azucarada como factor de medidas
repetidas y la restriccion proteinica gestacional como un factor completamente aleatorizado.

Se encontré que el peso corporal fue similar entre hembras y machos al nacimiento. La
distancia anogenital tanto en hembras como en machos fue mayor en las crias adultas de
madres restringidas. En hembras, el nimero de islotes pancreaticos fue menor en el grupo
RA, asi como una disminuciéon en el numero de células dentro de los islotes pancreaticos,
aunque en los grupos CA y R también se encontraron menos células dentro de los islotes
pancreaticos, el efecto fue mayor cuando las crias adultas de madres restringidas ingieren agua
azucarada. La restriccion gestacional se correlacion6 con el aumento de islotes pancreaticos
pequetios y la disminucion de islotes pancreaticos grandes; el consumo de agua azucarada se
correlacion6 con el aumento de islotes pancreaticos grandes y la interaccion de ambos factores
se correlacionod con la disminucidn de islotes pancreaticos pequefios. En macheos, se encontrd
un aumento en el numero de células dentro de los islotes pancreaticos de crias adultas en el
grupo CA, sin embargo hubo una disminucioén en el nimero de células en las crias adultas de
madres restringidas. Los efectos de la restriccion gestacional y el consumo de agua azucarada
fueron diferentes entre sexos, el efecto es mayor en el pancreas de las crias adultas hembras
versus el de los machos. La restriccion se correlaciond con la disminucion de islotes
pancreaticos grandes, el consumo de agua azucarada se correlacion6 con el aumento de islotes
pancredticos grandes y la interaccion de ambos factores se correlaciond con el aumento de
islotes pancreaticos medianos y la disminucion de islotes pancreaticos grandes. Los hallazgos

indican que las modificaciones histologicas encontradas en los islotes pancreaticos de



Langerhans se correlacionan con la dieta materna, baja en proteinas, y con el consumo de agua
azucarada en la vida adulta de la progenie, predisponiendo con ello, como lo cita la literatura,

al desarrollo de enfermedades metabdlicas cronicas degenerativas.
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1. Introduccion

. 1.1 Pancreas

El pancreas, se ubica en la parte dorsal al estdbmago, situado entre el duodeno y bazo. Consta
de cabeza, cuerpo y cola. La cabeza es la proporcion expandida de la glandula cerca de la
curva del duodeno; el cuerpo pasa por encima de la aorta y el rifiidn izquierdo y la cola es la
extremidad izquierda del pancreas la cual cruza el rifion izquierdo. Las secreciones
pancredticas pasan a pequefios conductos, que se unen para formar dos conductos que vacian
las secreciones en el intestino delgado. El conducto mayor pancreatico o de Wirsung se une al
colédoco del higado y la vesicula biliar, con el cual entra al duodeno en la ampolla de Vater.
El conducto menor pancreatico, es el de Santorini, se vacia en el duodeno en sentido proximal
a la ampolla de Vater (Tortora y Reynolds 2000). El pancreas desempefia una funcion crucial
en el mantenimiento de la homeostasis nutricional, a través de la sintesis, secrecion de enzimas
y hormonas (Collombat y cols. 2006), siendo esta una glandula endocrina y exocrina, regula
procesos metabdlicos, tiene dos funciones principales: la porcién exocrina le corresponde el
tejido acinar que secreta enzimas digestivas hacia el estdmago y la proporcion endocrina al
tejido celular de los islotes de Langerhans que estd constituido por células a que secretan
glucagdn, las células £ secretan insulina y células & secretan somatostatina, siendo estas

hormonas necesarias para metabolizar la glucosa (Morimoto y cols. 2010).

i 1.2 Desarrollo del pancreas

El pancreas se deriva a partir de dos piezas de epitelio dorsal y ventral, que brotan del intestino
anterior y medio (Bouwens y cols. 2005). El pancreas se desarrolla a partir evaginaciones del
epitelio intestinal, ambos linajes celulares (exocrino y endocrino) se diferencian de precursores
epiteliales comunes del pancreas. En roedores, esto es perceptible, morfolégicamente en el dia

embrionario 8.5-9, estimulando la formacion de brotes pancreaticos: dorsal y ventral.
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La primera sefial de especificacion en la porcidon de intestino que dara lugar a estos
brotes, es la represion de genes de la familia hedgehog (Shh y IHH) mediada por el factor de
transcripcion PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox gene 1). La interaccion entre el
endodermo pancredtico y una serie de distintas poblaciones de células mesodérmicas
proporciona sefiales inductivas que controlan estos eventos iniciales en el desarrollo del
pancreas. Dorsalmente, la interaccion del endodermo, la aorta y la notocorda, estimulan la
liberacion de polipéptidos, incluyendo FGF2 y activina-f. Estos factores van a reprimir la
expresion de Shh en el endodermo dorsal (Hebrok y cols. 1998). Sin embargo, la notocorda no
es la unica fuente de sefiales mesenquimales. Por ejemplo, los factores secretados a partir de la
aorta dorsal también parecen ser necesarios. Los primeros eventos morfologicos para la
formacion del pancreas parecen estar filogenéticamente conservada entre los mamiferos (Piper
y cols. 2004).

Contrario a lo anterior, la parte del intestino anterior ventral, se desarrolla cerca al
septo transverso y el mesodermo cardiogénico que se convierten en pancreas (Deutsch y cols.
2001; Rossi y cols. 2001). Posteriormente, se condensa el mesénquima alrededor del
endodermo y las yemas epiteliales se agrandan. Por el dia 10.5, el epitelio parcialmente
diferenciado de los dos brotes se somete a morfogénesis de ramificacion en arboles ductales
que por el dia 12.5 dan como resultado la formacion de dos pancreas primitivos (primera
transicion del desarrollo). Entre el dia 13 y 14, la parte ventral se fusiona con la yema dorsal,
que acompaiia la rotacion del intestino y estdbmago. Durante el dia 14.5 al 15.5, el pancreas
exocrino se diferencia del epitelio ductal, y en el dia 15.5 los acinos son claramente evidentes.
Las células endocrinas, ya se distinguen en el dia 12.5, visto en el epitelio ductal (segunda
transicion del desarrollo). En el dia 16, las células endocrinas comienzan a organizarse y
formar islotes. Justo antes del nacimiento, en el dia 19, los islotes pancredticos estan
completamente formados y se someten a la remodelaciéon y maduracion adicional durante las

primeras 3-4 semanas después del nacimiento (tercera transicion del desarrollo).

Ademas de estas sefiales extrinsecas, los primeros determinantes intrinsecos de linaje
también son esenciales en la organogénesis pancreatica. Por ejemplo, Foxal y Foxa2 son los

factores de transcripcion esenciales necesarios para la expresion de PDX-1. En efecto, la
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regulacion de la expresion de PDX-1 por Foxal y Foxa2 es un evento temprano clave que
controla la expansion y la diferenciacion del epitelio intestinal en el pancreas (Gao y cols. 2008).
El desarrollo del pancreas comienza a partir de un grupo de células precursoras comunes que se
convierten progresivamente en los linajes endocrino y/o exocrino, bajo el control de una red de
factores de transcripcion operan en una manera jerarquica. De tal manera que, la secuencia
temporal precisa de la expresion de estos factores de transcripcion durante el desarrollo
pancredtico estd notablemente organizada. Histologicamente el pancreas estd cubierto por una
capa de tejido conectivo, rico en células mesoteliales, con finos tabiques que dividen a la
glandula en 16bulos. Las células de los islotes estan delimitadas en forma incompleta por una

capa delgada de tejido conectivo reticular que se continta en el interior de los islotes en escasa

cantidad (Ross y cols. 1997).

La parte de tejido exocrino compone casi el 99% de la glandula, estan dispuestos en
grupos llamados acinos, los cuales estdn implicados en la sintesis y secrecion de varias enzimas
digestivas, que se trasportan por un sistema de conductos al duodeno. La parte endocrina se
compone de células llamados Islotes de Langerhans que se encuentran dispersos en la glandula
pancredtica, representan alrededor del 1-2% del peso de la glandula, recibe del 5 al 15% del flujo
sanguineo, lo que indica la enorme vascularizacion del componente endocrino. Cada islote de

Langerhans tiene 2 componentes principales:

* Cordones anastomosados de las células a, células f, células 0 y células PP; cada una
secreta una hormona Unica.

* Un componente vascular, el sistema porta insuloacinar, que comprende una arteriola
aferente que da origen a una red capilar revestida por células endoteliales fenestradas.
Las vénulas que salen de los islotes de Langerhans aportan sangre a los acinos
pancreaticos adyacentes. Este sistema porta permite la accion local de hormonas en el

pancreas exocrino.
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Microscopicamente dentro del islote se distinguen cuatro tipos de células:

o C¢lulas a (alfa): representan alrededor del 20% de las células, secretan glucagon y estan
reguladas principalmente por la concentracion de glucosa en sangre, de tal modo que,
cuando disminuye la glucemia se estimula la liberacion de ésta hormona, mientras que la

glucemia elevada la inhibe.

o Células g (beta): representan el 70% de las células, secretan insulina, la cual estimula los
procesos metabodlicos del musculo, higado y tejido adiposo, dado que favorece la sintesis
de glucogeno, proteinas y acidos grasos. También la secrecion de insulina depende de la
concentracion de la glucosa en sangre, por lo que la glucemia elevada favorece la
liberacion de insulina, mientras que la glucemia normal o disminuida reducen la secrecion

de ésta.

o Células 0 (delta): representan el 5-10% de las células, secretan somatostatina, la cual

tiene accidn paracrina, dado que inhibe la secrecion de las células alfa y beta.

o C¢élulas PP: representan alrededor del 2% de las células, secretan polipéptido pancreético,
tiene acciones digestivas como estimular la secrecion de enzimas gastricas e intestinales

para inhibir la motilidad intestinal (Geneser 2003).
4 1.3 Biosintesis de insulina

Las células f producen insulina, el cual es un péptido de 6kd, estd formada por dos cadenas
polipeptidicas: cadena A, formada por 21 aminoacidos y cadena B constituida por 30
aminoacidos, estas dos cadenas estan conectadas por dos puentes de disulfuro intermoleculares
entre el aminoacidos 7 de cada una de las cadenas y el 20 de la cadena A con el 19 de la
cadena B, y un enlace intramolecular en la cadena A, entre los aminoacidos 6 yl1 (Morimoto
2000). La biosintesis de la insulina se inicia en el reticulo endopldsmico rugoso en la célula f
pancredtica, donde se sintetiza un precursor de mayor tamafio y cadena unica, denominado
preproinsulina, que consta de una tnica cadena de 110 aminodacidos, este se codifica en el gen

localizado en el brazo corto del cromosoma 11. Inmediatamente después, la preproinsulina se
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transforma en proinsulina (9kd, 86 aminodcidos) en la que ya existen puentes disulfuro y
péptido C, los cuales conectan las cadenas A y B de la insulina. Algunos minutos mas tarde
abandona el reticulo en microvesiculas y se transfieren al aparato de Golgi, donde se lleva a
cabo el almacenamiento en los granulos todavia inmaduros. Es aqui, en donde comienza la
conversion de proinsulina a insulina. A este nivel actian las endopétidasas dependientes de
calcio denominadas PC2 y PC3. Las PC2 rompen selectivamente la union de la cadena A con
el péptido C, mientras que la PC3 actta sobre la rotura de la cadena B, aunque también puede

romper la unién del péptido C a la cadena A (Abraham 2008).

i 1.4 Regulacion de la sintesis de insulina

La regulacion de la secrecion de insulina implica eventos no solamente a nivel genético, sino
que también intervienen eventos de conductancia idnica, segundos mensajeros y de tipo
metabodlico (Morimoto 2000). Con respecto a aspectos genéticos, el gen de la insulina se
expresa en el nucleo de las células S pancreatica regulado por los factores de transcripcion Pax
6 y Pax 4. El estimulo que desencadena la secrecion de insulina es la glucosa (Figura 1), sin
embargo, otros nutrientes, como aminodcidos, dcidos grasos y cuerpos cetonicos, contribuyen
a su liberacion, sin olvidar la modulacion producida por hormonas gastrointestinales,
pancredticas y neurotransmisores adrenérgicos y colinérgicos (Sharma y cols. 1995; Wang y
cols. 1997). El aumento de la glucemia estimula la liberacion de insulina y péptido C
almacenados en granulos de secrecion (figura 2). La glucosa es captada por las proteinas
trasportadoras de glucosa independiente de insulina (GLUT 2) y el (GLUT 4) (Lorenzo y cols.
2008; Jacome 2005), que permite la entrada rapida de glucosa. En el interior de la célula g, la
glucosa se fosforila a glucosa 6 fosfato mediante la enzima glucocinasa, cuya finalidad es la
produccion de adenosin trifosfato en la mitocondria. El incremento de adenosin
trifosfato/adenosin difosfato induce el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP
(Katp), de forma que el potasio se acumula en el interior de la célula, lo que produce la
despolarizacion de la membrana celular y provoca la apertura de los canales de calcio

dependientes de voltaje (tipo L); como consecuencia entra dicho cation en la célula, a través
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del gradiente electroquimico provocando que los granulos de insulina se unan a la pared de la

membrana de la célula £ para su secrecion, conocida como exocitosis (Henquin 2004).

Péncreas Islote

Despolarizacién
Glucosa 7 Desp

Pdx1  Hnf1b
Nucleo Glis3  Hnfta
Foxp3 Neurod1
Eif2ak3 Kif11
Ptfla Pax4

Célula B

Figura 1. Las células f responden a los crecientes niveles de glucosa a través del aumento en la secrecion de
insulina (Tomado de Pagliuca y Melton 2013).

La duracion y extension de las sefiales inducidas por accion de la insulina son
altamente reguladas para promover el adecuado funcionamiento metabdlico, el balance
energético y el mantenimiento del peso corporal. Una vez que la insulina interacciona con su
receptor, se inicia el encendido de cascadas de sefalizacion que dependen de un orquestado
nimero de interacciones proteicas. Dos vias principales de transduccion son activadas por
accion de la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K; Figura 2) y la via de las

cinasas activadas por mitogenos (MAP cinasas; Figura 3).
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Membrana
plasmatica

Pi{4,5)P2 ——> PI(3,4,5)P3

Citoplasma

Sintesis de

pllio0  PI3K Sintesisde
Glucogeno T

Figura 2. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. Esta via representa el principal mecanismo por el
que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo. (Olivares y Arellano 2008)

Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la regulacion
del metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos mitogénicos. El control de
las acciones de la insulina se lleva a cabo gracias a mecanismos muy finos de autorregulacion
(desensibilizacion homologa), en donde enzimas de la misma via que fueron activadas por
accion de la insulina inhiben la actividad de proteinas claves de la sefializacion, como lo son el
receptor de insulina o sus sustratos del receptor de insulina. Alternativamente, sefiales de vias
no relacionadas con la de la insulina pueden inhibir su sefializacion a través de mecanismos de
desensibilizacion heterologa. De esta forma, tanto el receptor de insulina como su principal
sustrato, el sustrato del receptor de insulina, se encuentran sujetos a una combinacion de

mecanismos de desensibilizacion homologa y heter6loga (Olivares y Arellano 2008). Dichos
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mecanismos juegan un papel fundamental en la regulacion del metabolismo de los alimentos

que consumimos en la dieta diaria.

Membrana
plasmatica

Citoplasma

Transcripcionde Genes

Figura 3. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. Esta via representa el principal mecanismo por el
que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo. (Olivares y Arellano 2008)

. 1.5 Consumo de dietas bajas en proteinas

La conducta alimentaria de los seres humanos estd condicionada por factores fisioldgicos,
sociales e incluso culturales. Los cambios en los estilos de vida favorecen el sedentarismo y
los malos hébitos de alimentacion, entre ellos, una dieta mondtona, desequilibrada, bajo
consumo de fibra, bajo consumo de proteinas, alto consumo de bebidas azucaradas como
refrescos, jugos y jarabes industrializados (Osorio y cols. 2002). La alimentacion incluye la
disponibilidad, seleccion, preferencias y la ingestion de alimentos, la cual se acompafia de un
proceso involuntario llamado nutricion, el cual se encarga de transformar los alimentos en
energia que sera ocupada por el organismo en diversas funciones. La nutricion se define como
la ingesta de alimentos en relacion con las necesidades dietéticas del organismo, sin embargo,

si esta relacion se ve alterada, el organismo puede padecer malnutricion, la cual se caracteriza
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por una ingesta inadecuada de alimento, ya sea insuficiente o por exceso en relacion del gasto
energético (Mataix 2009). Estudios de laboratorio y epidemiologicos han demostrado que los
ambientes adverso desde el vientre materno y durante la vida neonatal temprana altera el
desarrollo y predisponen al individuo a problemas de salud de por vida (Petrik y cols. 1999;
Nathanielsz 2006; Mifiana-Solis y Escobar 2008; Chamson-Reig y cols. 2009), lo que podria estar
relacionado con una resistencia a la insulina en etapas posteriores (Fernandez-Twinn y cols. 2004).

El concepto de programacion fetal se origind de los datos epidemiologicos en
humanos, que relacionan un estado nutricional deficiente durante la gestacion, el bajo peso al
nacimiento con una predisposicion a padecer alteraciones metabolicas en la vida adulta como:
sobrepeso y enfermedades cardiorrespiratorias (Barker y cols. 2002). La programacion fetal,
es la respuesta a un desafio especifico del organismo durante una ventana critica del desarrollo
en el tiempo que altera la trayectoria del desarrollo cualitativo y cuantitativo (Nathanielsz y
cols. 2007).

Estudios epidemioldgicos en humanos, han demostrado que la desnutricion materna
por una deficiencia de los nutrientes ocasiona en el feto limitaciones en el desarrollo fisico,
cognitivo, reproductivo, metabolico y patologias conocidas como Kwarshiorkor y Marasmo
(Grantham 1995). Algunos estudios epidemiologicos muestran que hay una relacion entre el
tipo de ambiente intrauterino y los riesgos para desarrollar alteraciones del metabolismo
(Smith y Ozanne 2006). En la actualidad, a esto se le conoce como "hipdtesis de los origenes
del desarrollo de la salud y la enfermedad" que propone una respuesta adaptativa del feto, a
una nutricidon materno-fetal precaria. Aunado a esto diversas investigaciones han relacionado
la restriccion de nutrientes pre y postnatal a la resistencia a la insulina del adulto, diabetes
mellitus tipo 2, obesidad, hipertension y la enfermedad arterial coronaria en humanos (Barker
y cols. 1993).

En modelos animales, se ha expuesto al feto o al recién nacido a diferentes protocolos
de malnutricion, por ejemplo: La restriccion proteinica durante la gestacion, con dieta con el 10
%, no modifica el peso al nacimiento de las crias. Sin embargo en machos reportan alteraciones en
el desarrollo sexual, reproductivo, endocrino y metabdlicos, como resistencia a la insulina,
aumento en las concentraciones séricas de triglicéridos, y colesterol (Zambrano y cols. 2005a;

2005b; 2006; Bautista 2008). También se reportan cuadros de resistencia a la leptina en machos de
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tres meses de edad, la hiperleptinemia estd presente en estadios tempranos de la obesidad, ya que
es secretada en el tejido adiposo (Zambrano y cols. 2006; Attie y Scherer 2009). La restriccion de
proteinas predispone a la descendencia adulta a padecer intolerancia a la glucosa y resistencia
a la insulina. David Barker sefiala que ciertas estructuras y funciones de los 6rganos realizan
una programacion durante la vida embrionaria y fetal que determina los puntos de referencia
que regularan las respuestas fisiologicas y metabolicas en la etapa adulta. El efecto a corto
plazo de la programacion permite la supervivencia del feto, mientras que a largo plazo
predispone a enfermedades en la vida adulta. Estudios han demostrado que la modificacion de
las dietas pre y postnatales afectan 6rganos y tejidos, indicando adaptaciones es en la vida
posnatal (Erhuma y cols. 2007).

Se ha demostrado en ratas, que la restriccion de proteinas durante el embarazo y la
lactancia, altera el desarrollo pancreatico normal de las crias, lo cual puede contribuir a la
homeostasis de la glucosa en la edad adulta (Wilson y cols. 1997). La privacion nutricional
durante este periodo critico de desarrollo puede causar alteraciones, que no solo afectan a su
generacion, si no el fenotipo de las generaciones futuras (Vickers. 2014). Esta hipotesis se
divide en tres etapas, la primera consiste en una malnutricion fetal donde se desencadenan
cambios estructurales y funcionales en diferentes Organos y sistemas, en la segunda se
encuentran cambios bioquimicos y clinicos, que constituyen variables intermedias en la
aparicion de enfermedades metabodlicas y cardiovasculares, y en la tercera el desarrollo o
aparicion de diferentes trastornos metabolicos (Seckl 1998).

El efecto general de estos cambios en el metabolismo tiene como objetivo mejorar la
capacidad de almacenar y utilizar la energia para el mantenimiento y funcionamiento del
organismo, por la deficiencia en la alimentacion en su vida intrauterina, sin embargo en un
ambiente adecuado, esta programacioén puede ser no beneficiosa ya que el individuo estd

acostumbrado a realzar sus funciones con pocos recursos alimentarios.

o 1.6 Consumo de bebidas azucaradas

En seres humanos el consumo de bebidas azucaradas en la dieta ha aumentado de
manera significativa, dicho consumo excesivo se ha asociado con el riesgo de padecer

sobrepeso, diabetes mellitus y enfermedades cardiometabolicas (Bray 2010). En jovenes, se
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han demostrado que el consumo de bebidas azucaradas, aumentan los indicadores de
adiposidad y la prevalencia de la obesidad ademas se ha encontrado aumento en el Indice de
Masa Corporal (IMC) en estudios a corto y a largo plazo (Jimenez y cols. 2013). La ingesta de
azlcares, en las cantidades consumidas habitualmente en paises desarrollados es de 48
millones de toneladas anuales y subdesarrollados es de 100 millones de toneladas, se ha
relacionado con la obesidad y por tanto, indirectamente, con las enfermedades asociadas a la
obesidad, se ha planteado que las dietas con elevada respuesta glucémica, incluido el consumo
frecuente de azicares y por consiguiente hiperinsulinemia, podrian estar implicadas en la
etiologia de algunos tipos de cancer. En otros estudios en humanos con dietas de alto indice
glucémico, ingesta total de carbohidratos o sacarosa, se ha mostrado una asociacion entre el
riesgo de cancer de pancreas, observando un mayor riesgo asociado con la ingesta de fructosa
(Aranceta y Pérez. 2013). Otros estudios han confirmado que los individuos que consumen el
25% de su energia en forma de fructosa tenian mayor adiposidad visceral que los individuos
diabéticos obesos que consumen el 25% de su energia en forma de glucosa. (Aydin y cols.
2014).

Estudios en ratas macho de la cepa Wistar que fueron expuestos a una dieta de sacarosa
del 60% al 70 % kcal durante 8 semanas, mostrando en primera instancia resistencia a la
insulina en el higado que en el musculo. (Ghafoorunissa y cols. 2005). En otro estudio en ratas
macho de la cepa Wistar la administracion de una dieta en sacarosa al 30% en el agua durante
21 semanas, produjo hipertension arterial, obesidad, acumulacion de grasa abdominal y
epididimal, ademas aumento en los lipidos en suero totales, triglicéridos, lipidos de baja
densidad, colesterol total, insulina y acidos grasos libres (Alexander y cols. 2004). En un
modelo en ratas de la cepa Wistar de diabetes mellitus espontanea no dependiente de la
insulina, se caracteriza por la pérdida progresiva de las células f de los islotes pancreaticos
con fibrosis. Se demostrd los efectos de una dieta en sacarosa a el 30 % durante 6 semanas,
donde se indujo hiperglucemia severa, comparando con ratas no tratadas, indicando que la
alimentacion con sacarosa promueve la apoptosis de las células £ en ratas en el modelo de
animales de diabetes mellitus espontanea a través de un aumento del estrés oxidativo, sin

alterar la actividad proliferativa (Koyama y cols. 1998). Por ello, estamos interesados en
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Comprobar si el efecto de la restriccion proteinica gestacional y el consumo de agua azucarada

en la progenie adulta, modifica la histologia del pancreas.

2. Antecedentes

i 2.1 La nutricion durante la gestacion

Una forma de evaluar el desarrollo del individuo durante la gestacion, es considerar la
nutricion materna durante el embarazo y el peso al nacimiento del individuo. Si bien es cierto,
que el desarrollo del feto tiene determinantes genéticos, el crecimiento fetal muestra fuerte
relacion con una amplia variedad de factores epigenéticos dependientes del estado nutricional.
Una pobre dieta materna, escasas reservas nutricionales en la madre, un inadecuado flujo
sanguineo uterino (incluye defectos en la permeabilidad de nutrientes a través de la placenta) y
la influencia hormonal materna repercuten negativamente en la talla y el peso al nacimiento y
en una mayor probabilidad de enfermedades en la vida adulta (Godfrey y Barker 2000,
Moreno y Dalmau 2001).

En humanos una disminucion de la ingestion materna o de la capacidad de absorcion
puede causar un crecimiento fetal menor (Ceesay y cols. 1997). Por ejemplo, los hijos nacidos
de madres holandesas, sometidas a una ingestion muy reducida (400-800 kcal/dia), durante el
tercer trimestre de embarazo durante la Segunda Guerra Mundial, presentaban bajo peso al
nacimiento. Esos nifios tenian en la edad adulta una menor tolerancia a la glucosa y una mayor

resistencia insulinica (Ravelli y cols. 1998).

La malnutriciéon durante la gestacion puede producir defectos persistentes, como la
reduccion del nimero de células de los tejidos, la modificacion estructural de los 6rganos, la
seleccion de ciertos clones de células y la modificacion en el ajuste de ejes hormonales clave.
El impacto a largo plazo dependera del estadio en el que se produzca la malnutricion, de su
duraciéon e intensidad. Cada o6rgano y tejido tiene un periodo critico o sensible, de mayor

replicacion celular, durante el cual se veras mas afectados (Becerra 1999).
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La falta o el inadecuado desarrollo del lecho vascular de la placenta produce una merma en la
circulacion placentaria que, a su vez, origina fendmenos de trombosis e infartos que,
condicionan una reduccion en la masa de tejido placentario funcionante como consecuencia
final se tiene un aporte disminuido de oxigeno y nutrientes al feto y un retraso del crecimiento
intrauterino (Kingdom y Kaufmann 1997). Sin embargo, otros autores sefialan que en
situaciones de déficit de aporte nutritivo a la madre se encuentran placentas incrementadas de
tamafio: madres anémicas durante el embarazo (Godfrey y cols. 1991), aumento de ejercicio o

en las que viven en grandes altitudes (Mayhew y cols. 1990).

i 2.2 Restriccion proteinica gestacional y su efecto en la progenie

Las proteinas son un constituyente esencial en la dieta para el bienestar del individuo (Zufiga
y cols. 2003), la mala calidad de la nutricion durante el desarrollo fetal, se asocia con
resultados adversos para la salud en la vida adulta. Los estudios epidemiologicos sugieren que,
los marcadores de la desnutricion fetal son predictivos de riesgo de sindrome metabdlico y la
enfermedad cardiaca coronaria (Yates y cols. 2009). Un estudio con ratas de la cepa Wistar
con restriccion de alimentos al 50%, presenta una disminucion del peso del pancreas, afecta la
densidad y masa de células f, ademas disminucion en el area estas células, la nutricion en el
desarrollo del pancreas endocrino en ratas con restriccion de alimentos del 50% desde el dia
15 de gestacion hasta el parto, concluye que la diferenciacion en el pancreas puede ser alterada
en etapas fetales mientras la proliferacion podria verse afectada después del destete. (Garofano
y cols. 1997). Por consiguiente, estos resultados sugieren que la malnutricion en el utero
perjudica la capacidad del feto, lo que lleva a alteraciones irreversibles en el desarrollo de las
células f que no puede ser compensada por una alimentaciéon normal postnatal. (Garofano y
cols. 1997). Aunque existen antecedentes donde se sugiere que a los 18 meses de edad, se
presenta un cambio brusco en el perfil metabdlico con hipertrigliceridemia y resistencia a la

insulina en la restriccion gestacional programada (Harrison y Langley-Evans 2009).

También han observado que una dieta baja en proteinas durante la gestacion, ocasiona
cambios morfoldgicos en el pancreas, ocasionando una disminucion en el area de los islotes,
asi como en el nimero de islotes y la resistencia a la insulina en la progenie (Chamson-Reig y

cols. 2009). En otro estudio, en la progenie adulta con restriccion de proteina durante la
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gestacion, la masa de células S se reduce en los machos (Theys y cols. 2009). En ratas de la
cepa Wistar con restriccion de proteinas de la dieta a 8% durante toda la gestacion, se observa
un peso reducido del pancreas en la descendencia al nacer, con una reduccioén de la masa de
células f, el tamafio de los islotes, disminucion en la tasa de replicacion de las células S, pero
un aumento de la apoptosis, estos hallazgos muestran que la dieta baja en proteinas, modifica
los ciclos de replicacion y la apoptosis de las células f, una expresion pancreatica reducida de
IGF-II, puede contribuir a la tasa mas baja de f proliferacion celular y el aumento de la
apoptosis, visto en el feto y el recién nacido después de la dieta baja en proteinas (Petrik y
cols. 1999). En otro trabajo realizado en ratas de la cepa Wistar, también con dieta baja en
proteinas al 8 % en ambos géneros pero en diferentes etapas del desarrollo, se ha observado un
decremento en el nimero de los islotes; grandes, medianos y pequefios consecuentemente a la
media del area del islote y en la media del numero de las células £ estan reducidas, asi como la
presencia resistencia a la insulina (Chamson-Reig y cols. 2008). En ratas la restriccion
proteinica gestacional al 6%, la progenie presenta bajo peso corporal al nacer pero ganancia de
peso en el posdestete, y ademds presentan mayor resistencia a la insulina (Mifana y Escobar
2007). Esto nos puede indicar que el pancreas estd afectado durante la etapa prenatal y
postnatal. Las dietas a lo largo del embarazo pueden tener consecuencias en el desarrollo del
producto en etapas postnatales, la acumulacion de pruebas ha demostrado que la desnutricion
materna aumenta el riesgo de enfermedad metabdlica en la progenie adulta. La restriccion
proteinica temprana altera la tolerancia a la glucosa, que puede proporcionar una explicacion
celular para el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 mas adelante en la vida (Theys y cols.
2009; 2010). Se ha demostrado que en ratas de la cepa Wistar, que la restriccion proteinica
gestacional provoca un aumento de la secrecion de insulina, dejando sin reservas a los islotes
pancredticos, otros estudios en ratas de la cepa Wistar hembras con restriccion proteinica
gestacional, han demostrado que la pérdida de la secrecion de insulina estimulada por la
glucosa es asociada al envejecimiento siendo mds notoria en la historia de la dieta materna,
ademas la insulina estimulada por la glucosa es mas alta en hembras que en machos
(Morimoto y cols. 20115 2012). La restriccion proteinica materna, ya sea durante el embarazo
o lactancia altera el crecimiento postnatal, estimulacion del apetito, la fisiologia de la leptina,

triglicéridos y las concentraciones de colesterol, modificando el metabolismo de la glucosa y
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resistencia a la insulina en una ventana critica del crecimiento. Ademas la restriccion proteica

materna retrasa la maduracion sexual en las ratas macho, algunos de los efectos emergen en la

vida adulta (Zambrano y cols. 2005; 2006).

. 2.3 Efecto del consumo de agua azucarada

Estudios epidemioldgicos en seres humanos han correlacionado trastornos metabdlicos como
la obesidad, la hipertension, la diabetes mellitus y los problemas cardiovasculares con la
calidad de la alimentacion en diferentes etapas de la vida. Existen estudios en ratas de la cepa
Wistar, donde se ha trabajado con consumo de sacarosa, han observado acumulacion de grasa
visceral, un aumento en las concentraciones de insulina, triglicéridos y presion arterial (El
Hafidi y cols. 2001), en un trabajo similar con consumo de sacarosa, se observd la presencia
de hipertension arterial, obesidad, acumulacion de grasa abdominal y epididimal, aumento en
triglicéridos, lipidos de baja densidad, colesterol total, insulina y acidos grasos libres
(Alexander y cols. 2004). Aunque se observa, que el consumo de sacarosa diluida en el agua
afecta algunos pardmetros metabodlicos es importante tomar en cuenta el tiempo que la rata
consume una determinada dieta. Por lo tanto, la relacion que existe entre las dietas, modifican
los procesos metabdlicos en la progenie de manera perjudicial o eficiente dependiendo el tipo
de dieta y la etapa de su intervencion. Se han encontrado en ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, que ingieren jarabe de maiz de alta fructosa, induce ganancia de peso corporal
comparado con las ratas que consumieron sacarosa a pesar de que, ingieren la misma cantidad
de calorias totales, el consumo caldrico por la dieta con jarabe de maiz de alta fructosa es
menor que el de la sacarosa. Este incremento en el peso corporal con fructosa fue acompafiado
por aumento de tejido adiposo, en particular en la region abdominal, y eleva las
concentraciones circulantes de triglicéridos (Bocarsly y cols. 2010). El consumo de sacarosa
impacta en el peso corporal en menor proporcion que la fructosa, sin embargo persiste la

ganancia de peso.

En ratas, las dietas ricas en carbohidratos (por ejemplo sacarosa o fructosa) inducen
dislipidemias (aumento del triglicérido del plasma y de los niveles de 4cidos grasos libres), el
adiposito visceral, y la insensibilidad de la insulina en varios tejidos incluyendo el musculo

esquelético (D" Alessandro y cols. 2000). Resulta interesante saber que en humanos, el
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consumo de azucares refinados como la sacarosa y fructosa se ha incrementado en las décadas
pasadas, especialmente en nifos parece desempefiar un papel importante en el desarrollo de la
obesidad (Bray y cols. 2004). El ambiente metabolico que acompafa a la dislipidemias que se
desarrolla en las ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa depende de la cantidad de

carbohidrato y de la duracién en la que se administra la dieta (Gutmann y cols. 1987).

4 2.4 Efecto de la interaccion de ambos factores de riesgo

Las dietas pre y postnatales, modifican los procesos metabolicos. La restriccion de proteinas
en la madre durante la etapa gestacional y el consumo elevado de lipidos en la progenie
durante 10 semanas, provoca mayor ganancia de peso corporal, hiperinsulinemia, disminuye el
consumo del alimento y el peso del higado (Erhuma y cols. 2007). Las interacciones de las
dietas prenatales en etapas muy tempranas de la vida, participan en la etiologia de la
enfermedad, indicado problemas alimentarios en las etapas posteriores. La desnutricion
durante la vida fetal, puede determinar el riesgo de desarrollar aterosclerosis en la edad adulta,
estos estudio proporcionan antecedentes a la hipdtesis de los origenes de la salud y la
enfermedad. Los efectos de la restriccion de proteinas en la madre durante la etapa gestacional
y el consumo elevado de colesterol en la progenie, aumenta la concentracion de triglicéridos,
grasa perineal y gonadal (Yates y cols. 2009). En el trabajo de Cervantes y cols, se observo
que la restriccion de proteina gestacional y el posterior consumo de agua azucarada de la
semana 12 a la 16 por parte de los crios adultos modifica la insulina, elevandola en ambos
sexos, sin embargo la glucosa no presenta cambios, lo cual sugiere lo importante que es para el
organismo mantener una normoglucemia a expensas de otros cambios como la sintesis de
novo de triglicéridos y colesterol. Tanto los triglicéridos como el colesterol fueron
modificados por el consumo de agua azucarada en ambos sexos, independientemente de la
dieta materna, el efecto del agua azucarada ocasioné un aumento en triglicéridos y colesterol,
ya que la sacarosa en especial su contenido de fructosa, es una fuente importante de la sintesis

de novo de triglicéridos y de colesterol (Cervantes y cols. 2014).
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o 2.5 La rata como modelo de estudio

A nivel de investigacion, los estudios realizados en humanos sbélo permiten realizar
correlacion de variables y muy pocos abordan el andlisis de los mecanismos fisioldgicos e
histologicos involucrados en algiin padecimiento. Por ello, se ha recurrido al uso de animales
de laboratorio para investigar mecanismos de accion de alguna sustancia, efectos toxicos,
benéficos de medicamentos, observar sintomas y signos producidos por alguna enfermedad,

alteraciones histoldgicas de 6rganos o tejidos producidas por algun padecimiento, etc.

De manera que en los animales de laboratorio (considerados modelos animales para
estudiar “algo”) es posible inducir alguna patologia mediante tratamiento farmacologico, o de
manera natural si una enfermedad aparece de manera fortuita en un animal, es exacerbada
mediante manipulacion genética o cruzamiento entre miembros enfermos (National Research

2004).
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3. Justificacion

La malnutricién en seres humanos durante la gestacion, afecta el peso al nacer y se
asocia con trastornos metabolicos en la vida adulta, (Barker y Osmond 1986; Barker 1994). A
partir de estos estudios epidemiologicos se plantea la "hipdtesis de los origenes en el
desarrollo de la salud y la enfermedad" que propone una respuesta adaptativa del feto, a una
nutricion materno-fetal precaria. El efecto de la programacion a corto plazo permite la
supervivencia del feto, mientras que a largo plazo predispone a enfermedades en la vida
adulta. Existen asociaciones que son independientes de los cambios en las tasas de crecimiento
del feto, los estudios experimentales en los que se ha evaluado la restriccion y exceso de
nutrientes en la gestacion proporciona pistas sobre los mecanismos que vinculan la nutricion
fetal a cambios fisioldgicos permanentes que promueven las enfermedades (Langley-Evans y
Sculley 2006). Otras investigaciones también en humanos han relacionado la restriccion de
nutrientes pre y postnatal a la resistencia a la insulina del adulto, diabetes mellitus tipo 2
(Barker 1993). Un modelo de rata establecido de restriccion de proteinas, durante la gestacion
y la lactancia, altera el desarrollo pancreatico normal que en Ultima instancia puede contribuir
a la homeostasis de la glucosa (Wilson y Hughes 1997). La restriccion proteinica materna, ya
sea durante la gestacion o lactancia altera el crecimiento postnatal modificando el
metabolismo de la glucosa y resistencia a la insulina (Zambrano y cols. 2005; 2006). En ratas
de la cepa Wistar con restriccion proteinica gestacional presentan un aumento de la secrecion
de insulina (Morimoto y cols. 2011; 2012). Estudios con restriccion en proteinas, se ha
observado un decremento en el numero de los islotes; grandes, medianos y pequefios
consecuentemente a la media del area del islote y la media del nimero de las células S estan

reducidas, asi como la presencia de resistencia a la insulina (Chamson-Reig y cols. 2008).

En seres humanos estudios epidemioldgicos han mostrado que el consumo de dietas con un
alto contenido en grasas y azucares favorecen el desarrollo de los problemas actuales de
sobrepeso y obesidad (Barquera y cols. 2012), en otros estudios el consumo de bebidas
azucaradas en la dieta se ha asociado con el riesgo de padecer sobrepeso, diabetes mellitus y

enfermedades cardiometabolicas (Bray 2010). En ratas, el consumo de bebidas azucaradas
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promueve apoptosis de células g, pérdida progresiva de las células f de los islotes pancreaticos
y aumento en la insulina (Koyama y cols. 1998; El Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols.
2004; Herman y cols. 2008).

Se desconoce si las crias de ratas, provenientes de madres que durante la gestacion
fueron sometidas a restriccion proteinica, son mas vulnerables a alteraciones histologicas del

pancreas cuando son sometidas en la vida adulta al consumo elevado de carbohidratos.

Debido a que el pancreas contribuye a la metabolizacion de los alimentos regulando la
homeostasis de la glucosa. Proponemos que una malnutricion proteinica gestacional
predispone al descendiente a padecer alteraciones (histologicas/funcionales/metabolicas)
relacionadas con el pancreas, y que el consumo de bebidas azucaradas en la vida adulta puede

producir un efecto sumatorio en dichas modificaciones histologicas del pancreas.

4. Hipotesis

El consumo de la restriccion proteinica gestacional en la madre sumado al consumo de
agua azucarada en la progenie adulta se correlaciona con modificaciones en el arreglo

histologico del pancreas.

5. Objetivos

o 5.1 General

Determinar si la combinacion de la restriccion proteinica gestacional y el consumo de
agua azucarada en la progenie adulta se correlaciona con la modificacion del arreglo

histologico del pancreas.
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4 5.2 Especificos

e Evaluar el area de los islotes pancreéticos

e Evaluar la frecuencia del area de los islotes pancreaticos

e Evaluar la distribucion de frecuencias de los islotes pancreaticos
e Evaluar el nimero de islotes pancreaticos totales

e Evaluar el numero de nucleos totales

6. Material y Métodos

Se utilizaron 20 ratas hembras virgenes de la cepa Wistar de tres meses de edad manejadas en
condiciones de bioterio a una temperatura de 20+2 °C, con un ciclo de luz-oscuridad invertido

de 12/12hrs.

4 6.1 Grupos experimentales de las madres

El dia del apareamiento es considerado el dia 0 de gestacion. A partir del dia uno de
gestacion, se midi6 el consumo de alimento y el peso corporal diario. Las ratas fueron

divididas en dos grupos:

Control, ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina (20% de proteina) y

agua simple de manera ad libitum.

Restriccion proteinica gestacional, ratas adultas alimentadas durante los 21 dias de
gestacion de manera ad libitum con una dieta isocalorica reducida en proteinas (10% de

proteina) (Tabla 1).

Ingredientes Dieta normal en proteina (%) Dieta reducida en proteina (%)
Caseina 20 10
Cisteina 0.3 0.15
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Colina 0.165 0.165

Mezcla de vitaminas 1 1
Mezcla de minerales 5 5
Celulosa 5 5
Aceite de maiz 5 5
Carbohidratos

Almidon de maiz 31.76 37.34
Dextrosa 31.76 37.34
Kcal/g de dieta 4 4

Tabla 1.- Composicion de las dos dietas isocaldricas con las que se alimentaron a las ratas durante la gestacion.

4 6.2 Grupos experimentales de las crias

Después del parto, las camadas se ajustaron a 10 crios para estandarizar la demanda
alimenticia durante la lactancia. La proporcion de machos y hembras fue 1:1 en lo posible. Las
crias al nacimiento fueron pesadas en una balanza Oahus de 0-500 g y la talla, circunferencia

cefalica, abdominal y la distancia ano-genital se tomaron con un Vernier digital Mitutoyo 700-

113-10.

A las madres de ambas dietas maternas durante la lactancia se les proporcion6 alimento
Chow 5001 de Purina ad libitum. Las crias de ambos grupos fueron alimentados con la dieta
Chow 5001 de Purina, después del destete y a lo largo de todo el estudio. El peso corporal y el
consumo de alimento fueron monitoreados diariamente durante la lactancia y después al
destete, semanalmente. Al destete, se formaron grupos de crias por sexo. A la semana 12 de
edad se eligieron a dos ratas del mismo sexo, de cada camada, se les proporciond una solucion

de agua con azucar comercial al 5% todos los dias, durante 10 semanas. En este tiempo se
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monitore6 el consumo de alimento, de agua y peso corporal y al final se calculé consumo de

energia total y lo aportado por el alimento y el agua.

Crias adultas de 22 semanas de edad sin agua azucarada, cuyas madres tuvieron una dieta
control (C, n=6).

Crias adultas de 22 semanas de edad con agua azucarada (5%), cuyas madres tuvieron una
dieta control (CA, n=6).

Crias adultas de 22 semanas de edad sin agua azucarada, cuyas madres tuvieron una dieta baja
en proteinas (R, n=6).

Crias adultas de 22 semanas de edad con agua azucarada (5%), cuyas madres tuvieron una

dieta baja en proteinas (RA, n=6).

Diseno experimental

Gestacion Lactancia Semana4-12 Semana 12-22

Ad lib chow

Dietaz20%de Ad lib chow Ad lib Ad Lib chow +

roteina chow aguaazucarada
als%

Diet. % d . i
i Ad lib chow Adlib LLPELT

chow Ad lib chow +

aguaazucarada
als%
Registrode peso

corporal

ODIJLIDeS

Tl Deshldrata.cllon <:| Fijacién <:| Extraccion del pancreas
y aclaracion

Figura 4. Disefio experimental

. 6.3 Obtencion del pancreas

Se realizd una incision sobre la linea media de la piel abdominal para poder remover

cuidadosamente el pancreas, inmediatamente fue pesado y fijado en formaldehido al 4%.
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Después, el tejido fue deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70, 80,
96 y 100%), aclarado en xileno e incluido en paraplast X-tra para obtener cortes transversales
de 7 pm en un microtomo. Los cortes fueron recolectados en portaobjetos y tefiidos con
hematoxilina eosina, para determinar el area de los islotes pancredticos. Del pancreas, se
realizé un barrido histologico, para determinar el nimero de cortes a analizar. El analisis se
realizo con la ayuda de un analizador de Imagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007) en
fotografias tomadas con una camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un

microscopio Optico Zeiss Imager A.1 (a 200 y 400 aumentos totales).

6.4 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados por una ANOVA de dos vias se construyd un modelo de
analisis mixto bifactorial, donde se considera el consumo de agua azucarada como factor de
medidas repetidas y la restriccion proteinica gestacional como un factor completamente
aleatorizado. Se utilizaron dos animales de cada camada y de cada sexo, por lo que fueron
promediados para considerar la media como dato de la camada. Cabe recalcar que el nimero
de individuos fue estandarizado a 10 miembros por camada para evitar que esto fuera un factor
que interfiriera en analisis posteriores. El andlisis se realizd por separado para hembras y
machos.

El andlisis de distribucion de frecuencias, indice de frecuencia acumulada y area bajo la
curva se realiz6 mediante el paquete estadistico del programa GraphPad Prism para Windows
version cinco, ahi se evalu6 el tamaiio de los islotes de Langerhans por tamafio, en islotes Los
datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias con una correccién de Bonferroni y una

prueba de Fisher’s para la distribucion de frecuencias.
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7. Resultados

. 7.1 Caracteristicas morfométricas de la progenie al nacimiento

El nimero de individuos por camada fue similar para ambas dietas: control 11.3 £ 0.6 y
restringido 11.01 + 0.6 (p=0.8).

Las medidas morfométricas fueron comparadas con una prueba de t de Student, sin
encontrar diferencia significativa en el peso corporal, talla, ni en el didmetro abdominal ni
cefalico. La distancia ano genital fue mayor en hembras y machos de las crias del grupo

restringido comparado con su control, como se indica en la tabla 2.

Control Restringido

Peso corporal (g) Hembras h8x02 5602

Machos 6.0+x02 6.1+ 0.2

Talla (mm) Hembras 481+ 0.8 458+009

Machos 494+08 47+09

Diametro cefalico (mm) Hembras 111201 107 £0.2

Machos 11202 10802

Diametro abdominal (mm) Hembras 13.8+05 131205

Machos 141+04 13405

Relacion diametro cefalico: Hembras 0.81x0.03 083004
diametro abdominal

Machos 0.80+0.03 0.82+0.04

Distancia ano-genital (mm) Hembras 23+005 2.6 +0.06"

Machos 4.4+ 006 48007

Distancia ano-genital (mm/ g') Hembras 042 +0.02 046 +0.02

Machos 074 +002 075+002

Tabla 2.- Peso al nacimiento y medidas morfometricas de crias de ratas alimentadas con la dieta control (C, 20%
de proteina) o dieta restringida (R, 10 % de proteina) durante la gestacion. Los datos corresponden a la media +
error estandar de la media (S.E.M.) de 11 camadas para cada grupo. Para la comparacion de grupos se utilizé una
prueba de t de Student. * p<0.05 vs Control.
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. 7.2 Resultados en hembras

. 7.2.1 Numero de islotes de Langerhans

Cuando se contabilizé el nimero de células que se encontraron dentro de los islotes en las
crias adultas del grupo C, el nimero fue de 36.25 + 5.25, y en las crias adultas del grupo CA
fue de 20.75 + 4.95 islotes. Mientras que, en las crias adultas del grupo R se contabilizaron
27.75 + 3.47 islotes y en las crias adultas RA el numero de islotes fue de 15.00 + 5.37,
mostrando diferencias significativas entre los grupos C vs RA, en la semana 22 de edad

(*p<0.05; Figura 5).
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Figura 5. Numero de islotes de Langerhans por campo en el pancreas en cada condicion. Se muestra la media +
e.e. encontré una diferencia significativa en el nimero de islotes en el grupo C vs RA (*p<0.05) ANOVA de dos
vias, Bonferroni post hoc, n=6.

4 7.2.2 Proporcion de islotes

En la figura 6, se muestra el porcentaje de islotes, el indice de frecuencia acumulada y el area
bajo la curva, no se encontraron diferencias entre los grupos experimentales en la semana 22

de edad (p>0.05).
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Figura 6. El area bajo la curva (AUC) se presenta como media =+ e.e. se analiz6 por medio de ANOVA de una
via, pos hoc Tukey no se muestran diferencias.

La proporcion de islotes pequefios aumentd en el grupo R y por el contrario se observo
una disminucién en el grupo RA. Los islotes grandes disminuyeron en el grupo R pero
aumentaron en el grupo RA. El efecto de ambos factores en el grupo RA fue
significativamente diferente en comparacion con el grupo CA. Asi mismo, se muestra una
diferencia significativa entre los grupos CA y RA. Resultados similares se encontraron entre
los grupos R vs RA. Es decir, se observa que la restriccion proteinica gestacional y el consumo
de agua azucarada en la semana 22 de edad afectd mas el porcentaje de islotes (p<0.05; Figura

7).
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Hembras
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Figura 7. Se encontr6 diferencia mediante la ANOVA de dos vias, n=6, *p<0.05 C vs R, CA vs RA, + p<0.05 R
vs RA.
. 7.2.3 Area de los islotes

Con respecto al area de los islotes de acuerdo a su tamafio, en las crias adultas del grupo C fue
de 9919.77 + 1146.76 y en el grupo CA fue de 8727.55 + 4281.31. En el grupo R fue de
5068.35 £ 997.38, mientras que en el grupo RA fue de 9037.34 + 4796.03. No se encontraron

diferencias entre grupos en hembras a la semana 22 de edad. (Figura 8).
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Figura 8. No se encontr diferencia mediante la ANOVA de dos vias, n=6 en todos los grupos (p>0.05).
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. 7.2.4 Numero de nucleos dentro de los islotes de Langerhans

Cuando se contabilizé el nimero de células que se encontraron dentro de los islotes en las
crias adultas del grupo C se encontraron 3477.00 = 762.50 células, para el grupo CA fue de
1695.00 + 745.00 células, 50% menos células comparado al grupo C. Mientras que, para el
grupo R se encontraron 1516.00 + 470.80 células, también se observa una reduccion del 50%
de células comparado con el grupo C y para el grupo RA fue de 1319.00 £ 653.60 células, la
reduccion de células fue mucho mayor enn el grupo RA, comparado con el grupo CA, es decir
fue mayor el efecto en la combinacién de los dos factores, encontrando una diferencia
significativa entre los grupos C vs CA, C vs R, CA vs RA, en las hembras a la semana 22 de

edad. (Figura 9).
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Figura 9. Numero de células de los islotes de Langerhans en ratas hembras. Se muestra mediate.e. Se encontrd
diferencias significativas entre el grupo C vs R ( OO p= 0.001), C vs CA (¥ p=0.01), CA vs RA (AA p=0.01)
ANOVA de dos vias, Bonferroni post hoc, n=6.
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o 7.3 Resultados en machos

. 7.3.1 Numero de islotes de Langerhans

Cuando se contabilizd el nimero de células que se encontraron en los islotes en las crias
adultas del grupo C, el nimero fue de 16.50 + 4.13 y en las crias adultas del grupo CA fue de
28.5 + 6.19 islotes. Mientras que, en las crias adultas del grupo R se contabilizaron 19.50 +
5.07 islotes y en las crias adultas RA el nimero de islotes fue de 22.00 £ 3.78. No se

encontraron diferencias entre los grupos en los machos a la semana 22 de edad (Figura 10).
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Figura 10. Numero de islotes de Langerhans por campo en el pancreas por cada condicion. Se muestra la media
+ e.e. No se encontr6 diferencia en el nimero de islotes entre los grupos. ANOVA de dos vias, Bonferroni post
hoc. n=6.

4 7.3.2 Proporcion de islotes

En la figura 6, se muestra el porcentaje de islotes, el indice de frecuencia acumulada y el area
bajo la curva, no se encontraron diferencias entre los grupos experimentales en la semana 22

de edad (»p>0.05; Figura 11).
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Figura 11. El area bajo la curva (AUC) se presenta como media + e.e. se analizé por medio de ANOVA de una
via, pos hoc Tukey no se muestran diferencias.

En los machos la proporcion de islotes medianos aumento en el grupo RA, mientras los
islotes grandes disminuyeron en el grupo R, RA y CA. El efecto de ambos factores en el grupo
RA fue significativamente diferente en comparacion con el grupo CA. Asi mismo, se muestra
una diferencia significativa entre los grupos C y CA. Resultados similares se encontraron entre
los grupos R vs RA. Es decir, se observa que la restriccion proteinica gestacional y el consumo
de agua azucarada en la semana 22 de edad afectd mas el porcentaje de islotes (p<0.05; Figura

12).
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Figura 12. Se encontr6 diferencia mediante la ANOVA de dos vias, n=6, ¥*p<0.05 C vs R, CA vs RA, + p<0.05 C
vs CA, R vs RA.

. 7.3.3 Area de los islotes

Con respecto al area de los islotes de acuerdo a su tamafio, en las crias adultas del grupo C fue
de 10157.98 + 3669.56 y en el grupo CA fue de 5011.01 + 932.59. En el grupo R fue de
9570.89 £2717.15 mientras que en el grupo RA fue de 9131.83 +2619.44. No se encontraron

diferencias entre grupos en machos a la semana 22 de edad. (Figura 13).
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Figura 13. No se encontr6 diferencia mediante la ANOVA de dos vias, n=6 (p>0.05).



. 7.3.4 Numero de nucleos dentro de los islotes de Langerhans

Cuando se contabilizé el nimero de células que se encontraron dentro de los islotes en las
crias adultas del grupo C, se encontraron 1340.00 + 601.70 células, para el grupo CA fue de
2426.00 £ 978.20 células, se puede observar un aumento aproximadamente del 50% en el
namero de células dentro de los islotes en el grupo CA en comparacion al grupo C. Por el
contrario, en el grupo R se observa una disminucion de células que se encuentran dentro de
los islotes (763.50 = 204.40) comparado con el grupo C. Para el grupo RA fue de 1643.00
+647.70 células: Encontrando diferencias significativas entre los grupos C vs CAy C vs R, en

los machos a la semana 22 de edad. (Figura 14).
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Figura 14. Numero de células de los islotes de Langerhans en ratas machos. Se muestra mediate.e. Se encontr6
una diferencia significativa entre los grupo C vs CA (¥ p<0.01) y C vs R ( <>p<0.05) ANOVA de dos vias,
Bonferroni post hoc, n=6.
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8. Discusion

Evidencia epidemiologica apoyan que la malnutricion intrauterina y el alto consumo de
bebidas endulzadas, se relacionan con el crecimiento en la prevalencia de enfermedades
cronicas no transmisibles (Barker y cols. 1986, Assy y cols. 2008, Deshmukh y cols. 2009). La
combinacion de ambos factores podria estar relacionada con el incremento epidemioldgico del
sobrepeso y obesidad y sus consecuencias metabdlicas.

Factores pre y/o posnatales, sobre todo relacionados con la alimentacidon, se han
evaluado en modelos experimentales para conocer el impacto que tienen en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas de la progenie. En el estudio de los origenes fetales del desarrollo
de la salud y la enfermedad se utilizan modelos de malnutricion, la restriccién de proteinas en
la dieta materna es una de ellas (Nathanielsz 2006). La malnutricién proteinica se ha
relacionado con la aparicion de hipertension, dislipidemias y resistencia a la insulina en la
progenie adulta (Ozanne y Hales 2004, Minana-Solis y Escobar 2007, Harrison y Langley-
Evans 2009).

El peso al nacimiento no present6 diferencias entre los grupos por la dieta materna, tal
como lo reporta el grupo de Erhuma en el 2007. Sin embargo, las crias adultas tanto hembras
como machos presentaron un aumento en la distancia anogenital, estos datos son contrarios a
lo reportado recientemente, en donde se muestra que la distancia anogenital disminuye en la
cria adulta macho por la restriccion de proteina durante la gestacion (Pinho y cols. 2014).

El consumo de agua azucarada en ratas adultas nacidas de madres con restriccion
proteinica gestacional mostrd cambios histologicos en el pancreas en relacion a la distribucion
de frecuencias de los islotes.

En el caso de las hembras el tamafio de la proporcion de islotes pequefios aumento en
el grupo R, sin embargo, una disminucion fue observada en el grupo RA. Los islotes grandes
disminuyeron en el grupo R, mientras un aumento fue encontrado en el grupo RA. Por lo
tanto, la restriccion promueve el aumento de islotes pequefios y disminucion de islotes
grandes. También se encontrd que el consumo de agua azucarada RA promueve el aumento de
islotes grandes y la interaccion de ambos factores promueve la disminucion de islotes

pequenios. En el nimero de islotes de Langerhans disminuyé mucho mas en el grupo RA, asi
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como el numero de células dentro de los islotes de Langerhans, aunque también se mostro

una disminuciéon en el CAy R.

En el caso de los machos la proporcion de islotes medianos aumentd en el grupo RA y los
islotes grandes disminuyeron en los grupos R, RA, y CA. La restriccion de proteinas en la vida
gestacional promueve la disminucion de islotes grandes, el consumo de agua azucarada RA
promueve el aumento de islotes grandes y la interaccion de ambos factores promueve el
aumento de islotes medianos y la disminucion de islotes grandes. En el nimero de células de
los islotes de Langerhans se encontr6 un aumento por el consumo de agua azucarada y una
disminucién por la restriccion de proteinas. Estudios realizados en hamsters durante el inicio
de edad adulta, observan que el consumo de sacarosa en un periodo de tiempo corto aumenta
el nimero de islotes pancreaticos asi como la tasa de replicacion de células f, permitiendo la
liberacion adecuada de insulina y mejorando la sensibilidad a glucosa (Del Zotto y cols. 1999).
Lo que sugiere que el pancreas tiene la capacidad de proliferar en esta etapa temprana para
mantener el equilibrio de la glucosa (Ninov y cols. 2013). Cabe mencionar que la regulacion
de los islotes pancreaticos depende de diversos factores, como son: cambios en la
conformacion de células a y f, el tamafio celular y la tasa de proliferacion y apoptosis celular,
entre otros, por lo tanto, el balance entre estos elementos determina si la proporcion endocrina
aumenta, se mantiene estable o disminuye (Inuwa y El Mardi 2005). Esto nos sugiere que
probablemente no encontramos muchos cambios a nivel histologico en el pancreas, debido a
que la ingesta de sacarosa en cantidad pequeia, no fue suficiente para potenciar los efectos de
la restriccion de proteina materna, porque el pancreas aun tiene tiempo de completar la etapa
de maduracién, y entonces poder modificar a nivel molecular la transcripcion de algunos
genes como el PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox gene 1, Ngn3 (neurogenina 3),
FoxO1, MafA, Pax4, entre otros, los cuales estdn involucrados en la sintesis de insulina y la
formacion de nuevos islotes pancreaticos (Kitamura y cols. 2002; Okamoto y cols. 2006; Zhou
y cols. 2008; Collombat y cols. 2009; Aguayo-Mazzucato y cols. 2013; Van de Casteele y
cols. 2013).

Diversos mecanismos podrian explicar los efectos de ambos factores, la sintesis de

insulina, se inicia principalmente con la respuesta a altas concentraciones de glucosa
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sanguinea interactuando con su receptor, por lo que se enciende la cascada de sefializacion que
dependen de un orquestado nimero de interacciones proteicas. Si estas vias se ven afectadas
en alguna ventana critica de desarrollo, entonces tendrdn repercusiones futuras, dos vias
principales de transduccién son activadas por accion de la insulina: la via de la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas), ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la regulacion
del metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos mitogénicos (Olivares y
Arellano 2008). Por lo que, un mayor o menor nimero de islotes pueden estar regulando la
secrecion, asi como el numero de células f pancreaticas. Ademas la regulacion de la secrecion
de insulina implica eventos no solamente a nivel genético, sino que también intervienen
eventos de conductancia ionica, segundos mensajeros y de tipo de metabolico (Morimoto
2000). En apoyo a esto, se ha publicado que la restriccion de proteinas durante la gestacion en
la rata modifica el 4area de los islotes pancreaticos y el contenido de la proteina
fosfatidilinositol 3-kinasa, la cual estd involucrada en el crecimiento y proliferacion de las
células S (Salvatierra y cols. 2015). Es posible que estas modificaciones histoldgicas que
observamos en el pancreas altere las vias de sefializacion entre la proteina kinasa dependiente
del AMPc (PKA) y la proteina kinasa C dependiente de calcio PKC; Lippo y cols. 2015. Es
claro, que factores ambientales tempranos, influya en la funcion del pancreas, pero poco se ha
estudiado como la predisposiciéon en las crias puede ser modificada por varios factores
posnatales. Entre ellos el consumo elevado de carbohidratos.

En resumen, la mala alimentacién, como es el consumo de bebidas que contienen altas
concentraciones de carbohidratos, puede favorecer que se “expresen” o se “acentiien” los
efectos que se programan por condiciones adversas maternas durante la gestacion, por
ejemplo, por el consumo de una dieta baja en proteinas. Nosotros esperdbamos que la
interaccion de ambos factores acentuara de forma concisa, potencializando los cambios
morfoldgicas en el pancreas en los islotes de Langerhans en este modelo, se presentd una
hiperinsulinemia como un método compensatorio para mantener los niveles glucémicos

normales.
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9. Conclusion

Las modificaciones histologicas encontradas en los islotes de Langerhans en el pancreas por
efecto de la dieta materna y por el agua azucarada sugieren la predisposicion de desarrollar
enfermedades cronicas degenerativas, la etapa gestacional y lactacion son considerados
periodos criticos del desarrollo. No fueron tan drasticos los resultados con la combinacion de
las dos dietas, lo que sugiere que esta glandula tiene la capacidad de modular su estructura

ante un reto en la vida adulta. Mas estudios son necesarios para evaluar el tejido pancreatico.
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10. Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, proponemos realizar mas estudios
entorno a la restricciéon proteinica gestacional aunado a un reto en la vida adulta de la
descendencia, debido a que tanto la restriccion proteinica gestacional y el consumo de agua
azucarada en la vida adulta de la progenie, no fueron tan drasticos como en otros protocolos,
por ello, esperamos que en proximas investigaciones con otros enfoques metodologicos, por
ejemplo de biologia molecular, se analicen con mas detalle el probable efecto sumatorio de
ambos protocolos experimentales. Creemos necesario realizar algunas pruebas de
inmunostoquimica para evaluar dafio oxidativo, asi como otras pruebas para cuantificar la

cantidad de insulina secretada de acuerdo al tamafio del islote pancreatico.
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