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RESUMEN

El consumo elevado de carbohidratos en la dieta, se ha correlacionado con la presencia de
obesidad infantil en los humanos, predisponiendo con ello a padecer trastornos metabdlicos.
En el pancreas de la rata, la etapa posdestete representa un periodo critico en su ontogenia,
debido a que aun esté en desarrollo. Lo que hace que sea un érgano susceptible a modificarse
por la dieta, afectado su funcion y organizacion histologica. Este estudio se realizd para
evaluar las concentraciones de glucosa e insulina y cambios en la organizacién histologica de
la rata macho, en un modelo de consumo de sacarosa al 30% posterior al destete. Se utilizaron
ratas machos Wistar de 21 dias de edad. Se les proporciond agua con sacarosa al 30%: el
grupo experimental 1 consumié agua con sacarosa durante un mes, el grupo experimental 2
consumio agua con sacarosa durante dos meses, cada uno con sus animales control (n=6). Se
registré diariamente el peso corporal, consumo de alimento y agua. Al sacrificio se obtuvo la
sangre para la medicion de concentraciones de glucosa e insulina. Se extrajo el pancreas, se
peso y fue seccionado en cabeza, cuerpo y cola. La porcion de la cola del pancreas fue fijado
en Bouin, deshidratado en alcoholes de forma ascendente, aclarado en xilol e incluido en
Paraplast. Unos cortes histologicos de 7um fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina y en otros
se realizd la inmunohistoquimica para la deteccion de células beta. Los resultados fueron
analizados con t-Student, prueba de U Mann-Whitney e histograma prueba de Fisher’s.
Encontramos que las concentraciones de glucosa e insulina y el peso del pancreas fueron
similares en ambos grupos experimentales comparados cada uno con su grupo control. En los
cortes histoldgicos de los animales azucarados del grupo experimental 1 se encontrd un
aumento en el namero de células dentro de los islotes chicos, mientras que en el nimero de
células dentro de islotes medianos y grandes, asi como en el porcentaje de células beta fueron
similares entre grupos. Con respecto a los cortes histologicos del grupo experimental 2,
encontramos que el nimero de células dentro de los islotes chicos, medianos y grandes fueron
similares entre grupos, asi como el porcentaje de células beta dentro de los islotes de
Langerhans. Los resultados muestran que el consumo de sacarosa durante un mes posterior al
destete tiene la capacidad de modificar la estructura de los islotes chicos, probablemente para

mantener la funcion adecuada ante una malnutricion.
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1 INTRODUCCION

La alimentacion refleja la interaccion dinamica entre el estado fisioldgico de un organismo y sus
condiciones ambientales. Cuando fallan los sistemas enddgenos de control, se pueden generar
trastornos metabolicos (Mataix 2009). Los trastornos metabolicos resultan de la combinacion de
varios factores ambientales, genéticos y sociales; influenciados por el consumo de comida en
exceso Y la reduccion en el gasto de energia (London y cols. 2007; Ando y Fujita 2009; Nseir y
cols. 2010). En particular el consumo elevado de carbohidratos en la dieta, se ha mostrado que
provoca un aumento de tejido adiposo (Vizmanos y cols. 2006) y la manifestacion de alteraciones
metabolicas (diabetes tipo Il, hipertension, metabolismo anormal de lipidos y carbohidratos,

enfermedad cardiovascular) (Jiménez-Cruz y cols. 2009).

En seres humanos, estudios epidemiolégicos correlacionan la presencia de obesidad
infantil con el consumo elevado de azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas a edades
tempranas que conllevan a diversas alteraciones relacionadas con la presencia de sindrome
metabdlico (Rojas y cols. 2008). Lo que indica que el consumo regular de bebidas endulzadas
con azlcar, especialmente entre las comidas, pueden poner a los nifios en mayor riesgo de
obesidad en la infancia, debido a que existe una asociacion positiva entre el consumo de bebidas
endulzadas con azUcar y el peso corporal entre los nifios en edad preescolar (Dubois y cols.
2007).

En México existen dos caracteristicas importantes relacionadas con la ingesta de bebidas
caldricas, en primer lugar el consumo de refrescos o bebidas ricas en azlcares refinados ha
incrementado, reportandose en algunos casos el consumo promedio de cuatro a cinco refrescos al
dia en nifios y adultos (Ponce y cols. 2010). En segundo lugar, los principales tipos de bebidas
que contribuye con el mayor aporte energético son: refrescos, bebidas y jugos elaborados y leche
entera (Barquera y Tovar-Guzman 2003). Algunos trabajos reportan que México se ha
convertido en el mayor consumidor de refrescos en el mundo, rebasando a los Estados Unidos
con un consumo mayor a los 163 litros por persona al afio (Deichert y cols. 2006; Euromonitor |
2011; Chaloupka y cols. 2011).
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De tal manera que, los nutrientes de la dieta tienen una gran influencia sobre parametros
metabdlicos (intolerancia a la glucosa, niveles bajos de HDL, niveles altos de triglicéridos y
colesterol, aumento de la presion arterial) y hormonales (aumento en los niveles de insulina y
leptina) (EI Hafidi y cols. 1997, 2000, 2001, 2004, 2006; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y
cols. 2009).

La dieta alta en carbohidratos afecta a diferentes 6rganos y glandulas, por ejemplo, en
ratas Sprague-Dawley adultas alimentadas con fructosa al 60%, se ha reportado un aumento en el
tamanfo de los rifiones, ademas existe la presencia de esclerosis glomerular, atrofia y dilatacion
tubular, e infiltracion celular (Rahmoune y cols. 2005). Un trabajo reciente, realizado en la rata
macho Sprague-Dawley ha reportado que el consumo de agua con fructosa al 20% después del
destete durante 8 semanas ocasiona un aumento de la presion arterial sistélica, hiperinsulinemia
y un aumento en la vasoconstriccion renal (Mohammed y cols. 2010). El higado también es
afectado cuando las ratas Wistar, consumen agua azucarada al 5% en edad adulta y 30% a
temprana edad, durante tres meses, presentado esteatosis hepatica y niveles altos de triglicéridos
sanguineos (Pérez-Sanchez 2011; Corona-Pérez 2013). En nuestro laboratorio se ha mostrado en
la rata macho Wistar que el consumo de sacarosa al 30% desde temprana edad, durante tres
meses, provoca una disminucion en el grosor y namero de las células de la zona fascicular y un
aumento en el grosor de la zona reticular de la corteza y fibrosis en la médula de la glandula
adrenal, ademas de un aumento en la cantidad de tejido adiposo (Diaz-Aguila 2012).

Con respecto al pancreas endocrino durante el periodo de lactancia se ha mostrado que
presenta modificaciones estructurales que modulan su capacidad para sintetizar insulina (Kaung
1994). En este mismo contexto, en la etapa de lactancia se ha detectado un aumento en los
niveles glucosa e insulina, esta condicion fue asociada con un incremento en las células B y alfa
pancreaticas. Sin embargo, en el dia 28 de edad observan una disminucion de glucosa e insulina
(Aguayo-Mazzucato y cols. 2006). Estudios en ratas han correlacionado el consumo elevado de
carbohidratos con las concentraciones de insulina, los cuales evidencian la modificacion
estructural y funcional del pancreas durante el periodo de lactancia (Kaung 1994), por lo que
parece estar relacionado a la edad y la dieta, lo que sugiere que este periodo puede ser critico

para determinar la fisiologia de este érgano en edad adulta (Aguayo-Mazzucato y cols. 2006).
13



Aportaciones recientes a este respecto, dirigen el estudio a analizar la proliferacion y
diferenciacion celular. Debido a que se ha visto, que el aumento en la ingesta de nutrientes,
provoca un aumento en el namero de células B, asi como su proliferacion y/o diferenciacion a

partir de células progenitoras de conductos pancreaticos (Ninov y cols. 2013).
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1.1 PANCREAS

El pancreas es una glandula retroperitoneal, situada 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 rifion izquierdo y la cola es la extremidad
izquierda del pancreas la cual cruza el rifidn izquierdo. Las secreciones pancreéticas pasan a
pequefios conductos, que se unen para formar dos conductos que vacian las secreciones en el
intestino delgado. EI conducto mayor pancreatico o de Wirsung; este conducto se une al colédoco
del higado y la vesicula biliar, con el cual entra al duodeno en la ampolla de Vater. El conducto
menor pancreético, es el de Santorini, se vacia en el duodeno en sentido proximal a la ampolla de
Vater (Tortora y Reynolds 2000).

Histologicamente el pancreas esta cubierto por una capa de tejido conectivo, rico en
células mesoteliales, con finos tabiques que dividen a la glandula en l6bulos. Las células de los
islotes estan delimitadas en forma incompleta por una capa delgada de tejido conectivo reticular
que se continua 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, las células que lo
constituyen estan dispuestas en grupos llamados acinos, los cuales estan 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 agregados celulares llamados Islotes de Langerhans
que se encuentran dispersos en la glandula pancreética, 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:

e Cordones anastomosados de las células a, células B, células & y células PP; cada una
secreta una hormona Unica.

e 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
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pancreéticos adyacentes. Este sistema porta permite la accion local de hormonas en el

pancreas exocrino.

Microscopicamente dentro del islote se distinguen cuatro tipos de células:

o Células o (alfa): representan alrededor del 20% de las células, secretan glucagén y estan
reguladas principalmente por la concentracién 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 B (beta): representan el 70% de las células, secretan insulina, la cual estimula los
procesos metabdlicos del musculo, higado y tejido adiposo, dado que favorece la sintesis
de glucdgeno, 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 & (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 Células PP: representan alrededor del 2% de las células, secretan polipéptido pancreatico,
tiene acciones digestivas como estimular la secrecion de enzimas gastricas e intestinales

para inhibir la motilidad intestinal (Geneser 2003).
1.1.1 Desarrollo del pancreas

El pancreas se desarrolla a partir evaginaciones del epitelio intestinal, ambos linajes celulares
(exocrino y endocrino) se diferencian de precursores epiteliales comunes. En roedores, esto es
perceptible, morfologicamente en el dia embrionario 8.5-9, estimulando la formacion de brotes
pancreaticos: dorsal y ventral (figura 1).

La primera sefial de especificacion en la porcién 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
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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-p. 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 tambien 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 acompafia la rotacion del intestino y estomago. 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 pancreéticos estan
completamente formados y se someten a la remodelacién 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
regulacién de la expresion de PDX-1 por Foxal y Foxa2 es un evento temprano clave que
controla la expansién 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
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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 pancreatico esta notablemente organizada. Varios factores se expresan en diferentes
ventanas de desarrollo durante el proceso de diferenciacion, realizando més de una funcion.
PDX-1 es un factor de transcripcion clave de desarrollo del pancreas y la diferenciacion de
células B. Las células que expresan PDX-1 entre el dia 9.5 y 11.5 dan lugar a los conductos
pancreaticos, células acinares e islotes de Langerhans. Mas tarde en el desarrollo, asi como en
el pancreas adulto, PDX-1 es un factor de regulacion para la expresion transcripcional de
varios genes incluyendo los genes de insulina y la somatostatina (Habener y cols. 2005;
Murtaugh y cols. 2007).

Exocrine
Branching morphogenesis ) Islets of
Ductaltree Acinar cell | angerhans

Stomach /

Dé:;denum ?‘V'V“‘?
& A CT

Liver bud
E8.5 E10.5 E12.5 E14.5 E15.5 E19.5

EE

Figura 1. Organogeénesis del pancreas en roedores. Arriba. La fase primaria de la organogénesis del pancreas es
la gemacion de la region del intestino medio anterior del endodermo. Entre el dia embrionario 8.5y 9 (E8.5y 9)
regiones especificas comienzan a evaginarse para formar el brote ventral (vp) y brote dorsal (dp). Por el dia
embrionario 10.5 (E10.5), el epitelio parcialmente diferenciado se ramifica y se expande formando el sistema
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ductual. En el dia embrionario 15.5 (E15.5) inicia la neogénesis de células acinares, asi como su expansion. En el
dia embrionario 16 (E16), las células endocrinas comienzan a organizarse y formar islotes. Por el dia embrionario
19.5 (E19.5), el pancreas esta casi completamente desarrollado, contiene los diferentes tipos de células
endocrinas organizadas en islotes. Abajo. La especificacion exocrina-endocrina esta controlada por el sistema de
sefializacion de Notch/Hes. La supresion de Ngn3 determina el destino ductual y acinar. La diferenciacion de
células endocrinas se basa en la expresién sucesiva de distintos factores de transcripcion, algunos se muestran en
la figura. (Modificado de Dumortier y Van Obberghen 2012).

La especificacion de las células endocrinas durante el desarrollo del endodermo
pancreatico es dependiente de la sefializacion apropiada de Notch y la expresion del factor de
transcripcion pro-endocrina de neurogenina 3 (Ngn3). En el desarrollo del pancreas, el factor
de trascripcion hepético nuclear 6 (HNF6) activa directamente el factor de transcripcion pro-
endocrino de Ngn3, mientras Hes1 inhibe su transcripcion (Jacquemin y cols. 2000, Pierreux y
cols. 2006). HNF6 y Ngn3, ambos, son esenciales para la diferenciacion endocrina y HNF6
también es necesario para el desarrollo embrionario del conducto (Jacquemin y cols. 2000;
Pierreux y cols. 2006; Zhang y cols. 2009).

En ratones, las células que expresan Ngn3 son detectadas durante el desarrollo del
epitelio pancreatico alrededor del dia 9.5, su mayor expresion es durante el dia 15.5, lo cual se
relaciona con mayor génesis de células endocrinas que dan lugar a los cinco tipos celulares,
reduciendo su expresion al nacimiento y durante el pancreas adulto (Gradwohl y cols. 2000;
Gu vy cols. 2002). Concomitante a esto, un nuevo grupo de genes se activan. Ademas de
NeuroD1/Beta2 y factor de transcripcion asociado a insulinoma-1 (INSM1), que son blancos
directos de Ngn3 (Mellitzer y cols. 2006), PDX-1, junto con Pax-4, Nkx-2.2, Nkx-6.1 y Pax-6,
representan un componente, que regula la expresion de los genes expresados en las células
durante el desarrollo (Cerf 2006).

1.1.2 Insulina

Una vez que la insulina es sintetizada y secretada al torrente circulatorio, se distribuye a los
diferentes tejidos diana. A nivel hepatico, la insulina favorece la utilizacion de glucosa,
estimulando la glucolisis y reduciendo la gluconeogénesis, lo que determina una disminucion
en la produccion hepatica de glucosa. Asi mismo, estimula la sintesis de proteinas y lipidos e
inhibe la formacion de cuerpos cetonicos. En el tejido adiposo, estimula la captacion y
utilizacion de glucosa por el adipocito. Estimula la lipoproteina lipasa, inhibe la lipolisis y
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aumenta la sintesis de triglicéridos, favoreciendo la acumulacion de grasa en los adipocitos
(JA&come 2005). La regulacion de glucemia se encuentra principalmente bajo control
hormonal, siendo la insulina y el glucagon las principales hormonas responsables; aunque la
adrenalina, los glucocorticoides, la hormona de crecimiento y las hormonas tiroideas afectan

también al metabolismo de los glicidos (Martin 2006).
1.1.3 Biosintesis de insulina

Las células B producen insulina, el cual es un péptido de 6kd, esta 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 y11 (Morimoto
2000). La biosintesis de la insulina se inicia en el reticulo endoplasmico rugoso en la célula 3
pancredtica, donde se sintetiza un precursor de mayor tamafio y cadena Unica, denominado
preproinsulina, que consta de una Unica cadena de 110 aminoacidos, este se codifica en el gen
localizado en el brazo corto del cromosoma 11. Inmediatamente después, la preproinsulina se
transforma en proinsulina (9kd, 86 aminoacidos) 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 actdan las endopétidasas dependientes de
calcio denominadas PC2 y PC3. Las PC2 rompen selectivamente la unién de la cadena A con
el péptido C, mientras que la PC3 actua sobre la ruptura de la cadena B, aunque también puede
romper la union del péptido C a la cadena A (Abraham 2008).

1.1.4 Regulacion de la sintesis de insulina

La regulacion de la secrecidn de insulina implica eventos no solamente a nivel genético, sino
que también intervienen eventos de conductancia idnica, segundos mensajeros y de tipo

metabolico (Morimoto 2000). Con respecto a aspectos genéticos, el gen de la insulina se
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expresa en el nucleo de las células B pancreaticas regulado por los factores de transcripcion
Pax 6 y Pax 4. El principal estimulo que desencadena la secrecion de insulina es la glucosa
(figura 2), sin embargo, otros nutrientes, como aminoacidos, acidos grasos Yy cuerpos
ceténicos, también contribuyen a su liberacion, sin olvidar la modulacion producida por
hormonas gastrointestinales, pancreéticas 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. La glucosa es captada mediante
las proteinas trasportadoras de glucosa independiente de insulina (GLUT 2) (Lorenzo y cols.
2008; Jacome 2005), que permite la entrada rapida de glucosa. En el interior de la célula B, la
glucosa se fosforila a glucosa 6 fosfato mediante la enzima glucoquinasa y hexoquinasa, cuya
finalidad es la produccion de adenosin trifosfato en la mitocondria. EI 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
del gradiente electroquimico lo que provoca que los granulos de insulina se unan a la pared de
la membrana de la célula B para su secrecion, lo que se conoce como exocitosis (Henquin
2004) (figura 2).
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Figura 2. Las células B responden a los crecientes niveles de glucosa a través del aumento en la secrecion de
insulina (Tomado de Pagliuca y Melton 2013).
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2 ANTECEDENTES

Estudios epidemioldgicos en humanos y en modelos animales indican que tanto la cantidad
como la calidad de la nutricién durante los periodos criticos del desarrollo temprano (fetal y
neonatal) tienen consecuencias de por vida, sufriendo adaptaciones desde edad temprana hasta
la edad adulta (Lucas 1998). Estas respuestas adaptativas se producen a nivel celular,
bioguimico y molecular (Waterland y Garza 1999). Durante el periodo prenatal y postnatal, la
ontogenia de los islotes pancreaticos constituyen un periodo de vulnerabilidad ante un

estimulo nutricional (Bramblett y cols. 2000).

2.1 Modelos animales
2.1.1 Dietas ricas en carbohidratos

El desarrollo posnatal temprano de los 6rganos es un periodo critico de importancia,
ya que, pueden presentar cambios estructurales y funcionales cuando esta expuesto a ciertos
cambios ambientales, como son los nutricionales, ya que estos pueden tener consecuencias
durante el trascurso de la vida (Lucas 1998). A este respecto, Aguayo-Mazzucato y cols.
(2006) observaron que el desarrollo normal del pancreas de la rata, durante la lactancia,
representa un periodo critico importante. Ellos utilizaron crias machos Wistar alimentados
por sus madres durante la lactancia y observaron un estado fisioldgico caracterizado por
hiperglucemia e hiperinsulinemia, esta condicidn que se asocié con un aumento en el nimero
de células B, falta de respuesta a altas concentraciones de glucosa, asi como un aumento en el

numero de células a.

Otro estudio en donde utilizaron crias de rata Sprague-Dawley con crianza artificial,
con una formula lactea que contenia 56% de carbohidratos desde el dia 4 de edad hasta el dia
12 de edad, mostraron un aumento de insulina y glucagon, asi como en la actividad
enzimatica de glucoqguinasa, hexoquinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y piruvato
deshidrogenasa comparado con las crias amamantadas por sus madres. Estas observaciones
sugieren que una modificacion en la dieta, durante el periodo de lactancia, tiene una
influencia sobre la funcion pancreatica en estas crias, teniendo consecuencias en la edad

adulta (Aalinkeel y cols. 1999; 2001). Otro grupo de investigadores utilizando este mismo
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modelo, observaron en el dia 12 de edad, hiperinsulinemia, aumento en la actividad
hexoquinasa, niveles plasmaticos de péptido similar al glucagon-1 (GLP-1) y de su propio
receptor, aumento en los niveles de ARNm de adenilato ciclasa tipo VI, asi como en la
actividad de las proteinas quinasas A y C; y de calmodulina quinasa tipo II, también
observaron cambios significativos en el tamafio y el nimero de los islotes pancreéticos,
teniendo en cuenta que los niveles de ARNm de PDX-1 aumentaron. Lo que sugiere que
éstas adaptaciones moleculares, a edad temprana, pueden alterar la estructura a nivel celular y
modificar la capacidad secretora de insulina en los islotes de los animales tratados
(Srinivasan y cols. 2001; 2003).

Vadlamudi y cols. (1993), trabajaron con crias macho Sprague Dawley que fueron
alimentados con una férmula alta en sacarosa (56%) y alta en grasa (68%) durante el periodo
de lactancia, posteriormente fueron destetados y alimentados con una dieta estandar durante
los siguientes cien dias. Ellos observaron que en las ratas alimentadas con sacarosa, aumenta
la concentracion de insulina en plasma y el contenido de insulina en los islotes comparado
con los grupos control y los que consumieron una dieta alta en grasa. Ademas, se asocio con
la presencia de hipertrofia en las células B del pancreas y al desarrollo de obesidad en la vida
adulta, esto se corroboré debido a que en el dia 54 el grupo experimental empez6 a aumentar

su peso corporal comparado con el grupo control.

Ferreira y cols. (2010), han demostrado que la hiperglucemia y la resistencia a la
insulina que desarrollan las ratas alimentadas con una dieta alta en carbohidratos dependen
tanto de la cantidad como del tiempo en que se consume la dieta. Ellos trabajaron con ratas
macho Wistar de dos meses de edad, los cuales fueron alimentados con una dieta alta en
sacarosa al 62.5% durante un periodo de 3 y 30 semanas. Encontrando a las 3 semanas
concentraciones normales de glucosa, hiperinsulinemia y aumento en la expresion de la
enzima glucoquinasa, sin cambios en la actividad de glucoquinasa y hexoquinasa, dado que
las concentraciones de glucosa son normales. A las 30 semanas se observa una disminucion
tanto en la actividad como en la expresion de glucoquinasa acompafiada con alteraciones en
la oxidacion de la glucosa; un aumento en los niveles de acidos grasos libres y la expresion

de proteinas UCP2 dentro de la célula beta, asi como la acumulacion de triglicéridos.
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Sugiriendo que la administracion de dietas altas en sacarosa altera la secrecion de insulina a
través de diferentes mecanismos dependiendo del tiempo de consumo de la dieta. En una fase
temprana, aumenta la expresion de glucoquinasa y acidos grasos, los cuales inducen la
expresion de PPARY; mientras que, en una fase avanzada, la glucolipotoxicidad parece ser el

mecanismo celular que contribuye a la disfuncidon progresiva de las células f3.

En rata macho Wistar de 3 meses de edad, alimentadas con una dieta alta en sacarosa
(63%) durante 30 semanas, se observé un aumento en la ganancia de peso corporal,
hipertrigliceridemia, hiperglucemia, las concentraciones de insulina se mantuvieron sin
cambios y fue incapaz de compensar el aumento de las demandas de los cambios
metabolicos. Histologicamente, mostraron un aumento en el nimero de islotes pancreaticos
por unidad de area y area de las células B, debido a que estas presentaban hipertrofia, también
mostraron que la tasa de replicacion en las células f aumentd 6.8 veces comparado con el
grupo control, por lo cual, el namero de células apoptéticas eran escazas en el tejido
endocrino (Lombardo y cols. 1996; Del Zotto y cols. 2002). En este mismo contexto, Del
Zotto y cols. (2004), administro una dieta alta en sacarosa (63%) a ratas machos Wistar de 3
meses de edad durante un periodo de 6 y 12 semanas, mostraron que el grupo que consumié
sacarosa durante 6 semanas presentd un aumento en el peso corporal, hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, normoinsulinemia. El nimero de islotes por unidad de area aumento, asi
como la tasa de replicacion de las células B, las cuales se encontraban hipertrofiadas. Por otro
lado, el numero de células apoptoticas fue tres veces menor comparado con el grupo control,
mientras que el grupo que consumiod sacarosa durante 12 semanas, mostré una disminucion
en el namero de islotes y células B, por lo cual, la tasa de proliferacién se vio afectada,
mientras que la tasa de apoptosis incremento, sugiriendo que el consumo de sacarosa durante
un periodo largo, produce que las ratas sean incapaces de desarrollar cambios morfoldgicos y

funcionales suficientes para mantener los niveles de glucosa y triglicéridos normales.

En el hamsters al destete, el consumo de sacarosa al 10% durante 5 y 21 semanas,
produce un aumento en la concentracion de insulina en plasma y el contenido de insulina en
los islotes en ambos grupos; sin embargo, a nivel morfologico sélo existen diferencias

significativas en el grupo de 5 semanas en comparacién al grupo de 21 semanas, presentando
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mayor nimero de islotes y células B, también se observo que la tasa de proliferacion de las
células B fue 10 veces més alto en el grupo experimental de 5 semanas que en el control, los
niveles de glucosa no mostraron diferencias significativas entre grupos (Del Zotto y cols.
1999; Massa y cols. 2001).

El consumo de dietas ricas en carbohidratos al destete se ha relacionado con la
prevalencia de trastornos metabdlicos en animales de experimentacion. Varios estudios
realizados en la rata macho Wistar, han reportado que el consumo de agua azucarada al 30%
después del destete durante 18-21 semanas ocasiona aumento de tejido adiposo visceral,
hipertension, intolerancia a la glucosa, dislipidemia (combinacion de bajas concentraciones
de colesterol de alta densidad con altas concentraciones de triglicéridos y colesterol) (El
Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009), aumento en los
niveles de insulina, triglicéridos y presion arterial (EI Hafidi y cols. 1997; 2000; 2004; 2006).
Otro estudio realizado en la rata Sprague Dawley de 12 semanas de edad, que fueron
alimentadas con sacarosa durante siete semanas presentaron modificaciones en la presién

arterial, intolerancia la glucosa y resistencia a la insulina (Oron-Herman y cols. 2008).
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3 JUSTIFICACION

Estudios epidemioldgicos correlacionan la presencia de obesidad infantil con el consumo
elevado de azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas a edades tempranas. Conforme
transcurre el tiempo, estos excesos llevan a la aparicion de diversas alteraciones metabdlicas
(Rojas y cols. 2008). Estas alteraciones se ven influenciadas por factores como la cantidad de
nutrientes en la dieta, la duracién de la exposicion a la dieta y el estilo de vida (actividad

fisica).

Estudios en ratas han correlacionado el consumo elevado de carbohidratos con las
concentraciones de insulina, los cuales evidencian la modificacion estructural y funcional del
pancreas durante el periodo de lactancia (Kaung 1994). Ademas en la rata, la etapa posdestete
representa un periodo critico en la ontogenia del pancreas porque aln esta en desarrollo. Lo
que hace que sea un organo susceptible a modificarse por la dieta, afectando su funcién y

organizacion histologica (Bramblett y cols. 2000).

Cabe resaltar, que la disponibilidad de nutrientes en exceso, estimula la proliferacion
de células B y/o diferenciacion a partir de células progenitoras de conductos pancreaticos
(Ninov y cols. 2013). Sin embargo, ain no se han realizado trabajos en donde se evalten los
cambios histologicos y fisiologicos del pancreas, ante el cambio de una dieta alta en grasa
proveniente de la leche materna a una dieta alta en carbohidratos posterior al destete durante

los dos primeros meses.
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4 HIPOTESIS

El consumo elevado de sacarosa al destete aumenta las concentraciones de glucosa e insulina

y provoca alteraciones histologicas del pancreas de la rata macho

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si el consumo elevado de sacarosa al destete aumenta las concentraciones de

glucosa e insulina y provoca alteraciones histologicas del pancreas de la rata macho

5.2 Objetivos especificos

Determinar las concentraciones de glucosa e insulina

Determinar el &rea de los islotes pancreéaticos

Determinar el nUmero de células dentro de los islotes

Determinar el porcentaje de células secretoras de insulina
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 Manejo de los animales

Se utilizaron 24 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se
tomaron las ratas machos procedentes de madres diferentes. Las ratas se colocaron en jaulas
independientes mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 hrs, con
ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20£2 °C. Las ratas se dividieron en dos grupos
experimentales: El grupo experimental 1, consumid agua con sacarosa por un mes, el grupo
experimental 2, consumi0 agua con sacarosa por dos meses, cada grupo con su respectivo

grupo control, n=6. Ver disefio experimental (figura 3).

6.2 Disefio experimental

Wistar
.
| .
DESTETE — m
21 dias "
GRUPO | GRUPO
EXPERIMENTAL1 EXPERIMENTAL 2
Control Experimental Control | Experimental
Aguasimple == Az(icar 30% Aguasimple === Az(icar 30%
n=6 n=6 n=6 n=6

| Alimentoy agua ad libitum |

SACRIFICIO

Extraccién de sangre

Histologia del
Pancreas

Glucosa

Insulina Pancreas

Figura 3. Disefio experimental. Grupo control (C n=6), grupo experimental (A30 n=6).

29



6.3 Protocolo de la dieta

Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (tabla 1). Los
grupos experimentales recibieron 30% de sacarosa estandar comercial en el agua que
consumieron, las ratas del grupo control consumieron agua simple. EI consumo de alimento y
agua fue ad libitum. Durante el periodo de tratamiento, se realizd un registro diario del peso
corporal, consumo de alimento y agua. ElI consumo de alimento y agua fue medido colocando

una cantidad conocida en cada jaula obteniendo la cantidad remanente 24 horas despues.

Porcentaje (%) Kcal
Nutrimento
Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte caldrico y nutrimental por cada 100 gramos de dieta Chow 5001 de Purina.

6.4 Obtencidn de Kkilocalorias (kcal) consumidas por el agua
Para la obtencion de kcal por agua se realiz6 lo siguiente:
1.- Se obtuvo la ingesta de agua por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente todas las ingestas se promediaron para obtener los mililitros consumidos

pOr grupo por semana.

3.- Estos mililitros se multiplican por 30 gramos de azUcar y se dividen entre 100 mililitros de

agua para obtener los gramos de azucar consumidos.

4.- Estos gramos se multiplican por 4 que son las kcal que nos proporciona un gramo de

azucar para obtener las kcal consumidas por el agua.
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6.5 Obtencion de kilocalorias (kcal) consumidas en el alimento

Para la obtencion de kcal consumidas por el alimento
1.- Se obtuvo la ingesta de alimento por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente todas las ingestas se promediaron para obtener los gramos consumidos por

grupo por semana.

3.- Estos gramos se multiplican por 3.4 que son las kcal que nos proporciona 1 gramo de
alimento Chow 5001.

6.6 Obtencidén de muestras sanguineas y pancreas

Al término del tratamiento, previo al sacrificio, las ratas de ambos grupos fueron dejadas en
ayuno, para lo cual se les retird el alimento a las ocho de la noche. A las ratas A30 se les retird
el agua azucarada, colocandoles agua simple para cumplir un ayuno de doce horas, al dia
siguiente, a las ocho de la mafiana, a cada rata se le midid la glucosa sérica con un analizador
Accutrend GCT, Roche Diagnostics. Inmediatamente después, tanto las ratas controles como
las experimentales, fueron sacrificadas por decapitacion para colectar dos tubos (13 x 1200mm)
de sangre. La sangre se dej6 reposar en bafio maria durante 15 minutos, después se centrifugo
a 2500 rpm durante 15 minutos. El suero se separd para hacer alicuotas de 300ul de suero las
cuales se conservaron en congelacion a -30°C. Posteriormente se utilizd una alicuota para
determinar las concentraciones sanguineas de insulina por el método de ELISA. La rata
decapitada inmediatamente se colocé en posicion supina?, se realizé una incision longitudinal
sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal del pene. El pancreas

fue extraido, pesado y seccionado en cabeza, cuerpo y cola.

6.7 Andlisis histologico del pancreas
La cola del pancreas fue procesada en Bouin? durante 24 hrs. Posteriormente, el tejido se

deshidrato con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%), aclarado
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en xileno para infiltrarlo e incluirlo en Paraplast Plus. Se obtuvieron cortes longitudinales de
siete um de espesor con un microtomo. Posteriormente, la séptima laminilla de cada animal,
se tifio con hematoxilina eosina, se tomaron fotomicrofotografias con una camara
OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un microscopio éptico Zeissimager A.1 (a 4,10
y 40 aumentos y con un analizador de Adobe Photoshop CS e Imégenes AxioVision REL 4.8
(Zeissinc 2007)) se realizaron reconstrucciones de los cortes (figura 4) para muestrear
aleatoriamente, identificando un promedio de 25%1 islotes de Langerhans por animal, a los
cuales, se les determind el area y la cantidad de células dentro del islote, de acuerdo con su
area (figura 5A, B). Cabe mencionar que los islotes se clasificaron de acuerdo con su area; en
chicos (<3000um?), medianos (3001-9000um?) y grandes (>9001um?).
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Figura 4. Adobe Photoshop CS vy la cuadricula. Fotomicrofotografias de las reconstrucciones de los cortes
histolégicos del pancreas con tincion de Hematoxilina-Eosina (10x).
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Figura 5. A) Imagen de AxioVision REL 4.8. Fotomicrofotografia de cortes histolégicos del pancreas con
tincion de Hematoxilina-Eosina (10x), las flechas negras indican la ubicacion del Islote. B) Fotomicrofotografia
del islote con tincion de Hematoxilina-Eosina (40x), las flechas negras indican las células de los islotes.
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6.8 Inmunohistoquimica para la deteccion de células B

La octava laminilla se utilizé para la realizacion de inmunohistoquimica para la deteccion de
células B. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados, posteriormente, se utilizd perdxido
de hidroégeno al 3% (para inhibir las peroxidasas endogenas), se realizaron lavados con PBS y
se incubaron con suero fetal bovino (1:10) durante una hora a temperatura ambiente. Después,
se secO el excedente de suero de las laminillas y fueron cubiertas con anticuerpo primario
(Rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz, 1:100) e incubadas durante la noche en una camara
himeda a 4°C. Trascurrido ese tiempo se lavaron con PBS y se secaron para la adicion del
anticuerpo secundario (Mouse anti-rabitt 1gG-HRP, Santa Cruz, 1:200), dejandolo incubar en
un periodo de 2h en la camara hiumeda a temperatura ambiente. Luego, se lavaron las
laminillas con PBS vy se secaron. El revelado se realizé por medio del kit de diaminobencidina,
DAB (la oxidacién de la DAB permite la visualizacion de granulos de color pardo en
citoplasma), la reaccion se detuvo después de 3 minutos con agua corriente. Se aplico el
colorante de contraste Hematoxilina de Harris durante un minuto, después se lavaron las
laminillas con agua corriente, se deshidrataron con etanol en forma ascendente (70, 80, 90 y
100%), se sumergid en xilol y se montaron con Entellan para ser analizadas posteriormente. Se
tomaron fotomicrofotografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un
microscopio 6éptico Zeissimager A.1 (a 4, 10 y 40 aumentos y con un analizador Imagenes
AxioVision REL 4.8 (ZeissInc 2007)), del mismo modo, se realizaron reconstrucciones, una
vez identificado los islotes a muestrear se determind la proporciéon de células B de ambos

grupos experimentales (figura 6).
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Figura 6. Imagen de AxioVision REL 4.8.Fotomicrofotografia de la inmunohistoquimica para la deteccién de
células B en los cortes histoldgicos del pancreas contra-tefiidos con de Hematoxilina de Harris (40x), las flechas

negras indican las células secretoras de la hormona insulina.
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6.9 Analisis estadistico
Los valores obtenidos se analizaron en una base de datos por medio del programa GraphPad
Prisma 5.01. A través de una prueba de t- student no pareada, prueba de U Mann-Whitney e

histograma prueba de Fisher’s. Todos los datos muestran la media + e.e.
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7 RESULTADOS
7.1 GRUPO EXPERIMENTAL 1
7.1.1 Peso corporal, ingesta de alimento, agua y calorias totales

El peso corporal inicial de las ratas del grupo C al destete fue de 107.5+ 9.29g vy las ratas del
grupo experimental A30, fue de 93.34+13.25g, sin presentar diferencias. Al final del
experimento, las ratas del grupo C tuvieron un peso corporal de 225.5+14.70g vy las ratas del
grupo A30 tuvieron un peso corporal de 204.4+17.96g, sin presentar diferencias a lo largo del

experimento (figura 7).
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Figura 7. Peso corporal inicial y final del primer grupo experimental. Se muestra la media + e.e. No hay
diferencia entre grupos. p>0.05, t-Student. C (n=6) y A30 (n=6).

En cuanto al consumo de alimento al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue de
11.11+ 0.52g, mientras que en el grupo A30 fue de 6.43 + 0.57g. El consumo de alimento
disminuye un 50% en el grupo A30 a lo largo del experimento por el consumo elevado de
sacarosa.

Con respecto al consumo de agua al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue de
26.95+2.11ml y en el grupo A30 fue de 29.09 + 1.73ml, sin encontrar diferencias

significativas (tabla 2).
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La ingesta calorica al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue de 37.78 £ 1.78 calorias
y en el grupo A30 fue de 56.79 + 3.34 calorias, siendo mayor la ingesta caldrica en los

animales experimentales (tabla 2).

GRUPO EXPERIMENTAL 1

Variables Control Experimental
(©) (A30)
Ingesta de alimento (g/dia/ 100g de peso 11.11 £ 0.52 6.43 +0.57"
corporal)
(equivalente en kcal) 37.78+1.78 21.88+1.95™
Consumo de agua ml/ dia/ 100g de peso 26.95 +2.11 29.09+1.73
corporal
(equivalente en kcal) 0 34.91+2.08™
Kilocalorias totales 37.78+1.78 56.79 + 3.34™
(Kcal/dia/100g de peso corporal)

Tabla 2. Consumo de alimento y agua por semana, e ingesta de calorias totales. Se muestra la media + e.e.
Diferencias estadisticamente significativas comparado con el control (** p< 0.01, *** p< 0.001, t-Student).
C(n=6) y A30(n=6).

7.2 Parametros bioquimicos

7.2.1 Glucosa e insulina

La concentraciéon de glucosa sérica en ambos grupos (C y A30) no muestra diferencias (p=
0.2935; tabla 3). Del mismo modo, la concentracion de insulina sérica en ambos grupos (C y
A30) no hay diferencias (p= 0.8848; tabla 3)

GRUPO EXPERIMENTAL 1

Control Experimental
© (A30)
Glucosa (mg/dl) 109.7 + 12.58 100.2 £ 5.61
Insulina (ng/ml) 0.95+0.09 0.92+0.10

Tabla 3. Concentracion de glucosa e insulina sérica. Se muestra la media * e.e. No hay diferencias entre grupos.
p>0.05, t-Student. C (n =6) y A30(n=6).
7.3 Peso de tejido adiposo

Con respecto, a la cantidad de tejido adiposo total y visceral por 100 gramos de peso corporal,

no se encontraron diferencias entre grupos (p> 0.05; tabla 4).
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" GRUPO EXPERIMENTAL 1

Variables Control Experimental
(©) (A30)
Tejido adiposo total (g) 242 +0.17 2.59 +0.32
Tejido adiposo visceral (g) 0.95+0.09 0.93+£0.11

Tabla 4. Tejido de adiposo total y visceral. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05,
t-Student. C (n =6) y A30(n=6).

En la figura 8, se muestran fotografias de las ratas colocadas en posicion supina exponiendo el
tejido adiposo visceral. Como se puede observar, la rata experimental presenta una cantidad

similar de tejido adiposo visceral comparado con su control.

| 5 LT I ..';g;”,‘.,,
Figura 8. Las fotografias muestran el tejido adiposo visceral (flechas negras) de ambos grupos experimentales.
C(n =6) y A30(n=6).

7.4 Pesoy caracteristicas histoldgicas del pancreas

7.4.1 Peso del pancreas

En cuanto al peso del pancreas por 100 gramos de peso corporal en las ratas C fue de 0.65
+0.04g y de las ratas A30 fue de 0.60 + 0.04g. No se encontraron diferencias en los grupos
(p= 0.3457; figura 9).
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Figura 9. Peso del pancreas. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05, t-Student.
C(n =6) y A30(n=6).

7.4.2 Histologia del pancreas

En las fotomicrofotografias de los cortes histologicos del grupo experimental uno, no se
observaron diferencias a nivel morfoldgico entre el grupo A30 con su control. En la figura 10
podemos apreciar los distintos I6bulos que conforman el pancreas; asi como la presencia de
venas, arterias, el sistema de conductos, tejido acinar y conectivo, y la presencia de Islotes de

Langerhans.

Con respecto, a los islotes de Langerhans se puede ver que estos se encuentran bien
delimitados, presentando distintos tamafios y formas (circulares y/u ovalados). Dentro de estos
se puede observar que los nucleos de los distintos tipos celulares se encuentra bien definidos;
mientras, que el citoplasma celular en ambos grupos no llega a distinguirse de forma clara su

delimitacion (figura 11).
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Grupo experimental 1

-
Figura 10. Fotomicrografias de cortes histolégicos del pancreas del grupo experimental uno (C y A30) con
tincién de Hematoxilina-Eosina (4x). Se observa la presencia de Islotes de Langerhans (Is). Las barras negras
equivalen a 50um. C(n =6) y A30(n=6).

Figura 11. Fotomicrografias de los Islotes de Langerhans del grupo experimental uno (C y A30) con tincion de
Hematoxilina-Eosina (40 y 100x). Las barras negras equivalen a 50um. C(n =6) y A30(n=6).
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7.4.3 Areade los islotes

Con respeto al porcentaje de islotes de acuerdo a su tamafio, no se encontraron diferencias
entre grupos (p>0.05; figura 12).
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Figura 12. Area de islotes. Se muestra la media. No hay diferencias entre grupos. p > 0.05. Prueba de Fisher’s.
Control(n =6) y A30(n=6).

7.4.4 Numero de células dentro de los islotes

Asi mismo, cuando se contabilizd el numero de células que se encontraron en los islotes
seleccionados de acuerdo con su tamafio, se observo que en los islotes chicos en las ratas C fue
de 13 £ 0.89 células y las ratas A30 fue de 16.17 + 1.04 células (p= 0.0357; figura 13A),
encontrando diferencias significativas. Mientras que en los islotes medianos en las ratas C fue
de 47 £ 3.59 células y las ratas A30 fue de 49.50 * 4.84 células (p= 0.6712; figura 13B), y en
los islotes grades en las ratas C fue de 163.8 + 15.55 células y las ratas A30 fue de 232.2 £

26.46 células (p=0.1209; figura 13C), sin encontrar diferencias entre grupos.

42



>
11)

(] ]

5 z & %

0 0

. = — —

g 157 2

0 I w 401

K K

2 0 -

Q Q

3 8 20

o 54 o

: :

S 0 = 0

z T z T
9 <

g 300-

w

—_

8

w  200-

(1]

5 I
1

Q

S 100

o

_

[-+]

E

3 o :

o o

v.
Figura 13. Distribucién de nimero de células por tamafio de islote: chicos (A), medianos (B), grandes (C).Se
muestra la media + e.e. Las diferencias entre grupos se representan con asteriscos * p< 0.05. Los datos fueron
analizados mediante una prueba de U Mann-Whitney y t-Student Control (n =6) y A30(n=6).

7.45 Células p

Asi mismo, se muestra el porcentaje de células B de acuerdo con el tamafio del islote,
observandose que no hay diferencias en las ratas A30 comparado con su grupo control (tabla
5).

‘ GRUPO EXPERIMENTAL 1 ‘

Tamario del islote Control Experimental
(©) (A30)
< 3000pum? 87.26+3.30 89.40+3.15
3001-9001 pm? 85.39+2.40 83.80+3.11
>9001 pm? 83.34+2.20 79.24+3.66

Tabla 5. Porcentaje de células B por islote. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05.
t-Student. Control (n =6) y A30 (n=6).
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A nivel histologico, podemos observar que las ratas A30 existe una distribucion normal de las
células dentro de los islotes chicos, medianos y grandes comparados con su respectivo grupo
control. Notamos que las células  pancreaticas ocupan la zona central del islote, asi como las

células no P se sittan en la periferia del estos (figura 14).

Grupo experimental 1

Figura 14. Fotomicrografias de inmunohistoquimicas para la deteccion de células B contra-tefiidas con
Hematoxilina de Harris. (40 y 100x). Las flechas negras indican la ubicacion de células B, mientras que, las
flechas rojas indican la ubicacion de células no B. Las barras negras equivalen a 50um. C(n =6) y A30(n=6).
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7.5 GRUPO EXPERIMENTAL 2
7.5.1 Peso corporal, ingesta de alimento, agua y calorias totales

En el segundo grupo experimental, el peso corporal inicial de las ratas del grupo C al destete
fue de 103.6 + 8.80g v las ratas del grupo A30, fue de 82.37 £ 6.76g, sin presentar diferencias.
Al final del experimento, las ratas del grupo C tuvieron un peso corporal de 305.3 £ 14.69g y
las ratas del grupo A30 tuvieron un peso corporal de 303.8 = 11.69g, sin presentar diferencias

significativas a lo largo del experimento (figura 15).

400-

- C
= -o- A30
2 300-
©
| .

o
g' 200-
(&)
o}
2 100-
o
0 |} |} || ] ] || || |}
N v 9 o © A ®
Semanas

Figura 15. Peso corporal inicial y final del segundo grupo experimental. Se muestra la mediate.e. No hay
diferencia entre grupos. p>0.05, t-Student. C (n=6) y A30 (n=6).

En lo que respecta al consumo de alimento al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue
de 8.95 + 0.24g, mientras que en el grupo A30 fue de 4.04 + 0.37g. El consumo de alimento
disminuye un 50% en el grupo A30 a lo largo del experimento por el consumo elevado de
sacarosa.

Con respecto al consumo de agua al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue de 20.40

+1.67ml y en el grupo A30 fue de 21.02 + 1.18ml, sin encontrar diferencias (tabla 6).
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La ingesta calorica al dia por 100g de peso corporal en el grupo C fue de 30.45 £ 0.85 calorias
y en el grupo A30 fue de 38.98 + 1.88 calorias, siendo mayor la ingesta caldrica en los

animales experimentales (tabla 6).

‘ GRUPO EXPERIMENTAL 2

Variables Control Experimental

(©) (A30)

Ingesta de alimento (g/dia/ 8.95+0.249 4.04+0.37
100g de peso corporal)

(equivalente en kcal) 30.45+0.85 13.75 £ 1.26™

Consumo de agua ml/ dia/ 20.40 £ 1.67 21.02+1.18
100g de peso corporal

(equivalente en kcal) 0 25.23+1.42"
Kilocalorias totales 30.45+0.85 38.98 + 1.88"
(Kcal/dia/100g de peso
corporal)

Tabla 6. Consumo de alimento y agua por semana, e ingesta de calorias totales. Se muestra la media + e.e.
Diferencias estadisticamente significativas comparado con el control (* p< 0.05, *** p< 0.001, t-Student). C(n=6)
y A30(n=6).

7.6 Paradmetros bioquimicos

7.6.1 Glucosa

De igual forma la concentracion de glucosa sérica en ambos grupos (C y A30) no muestra
diferencias (p= 0.0754; tabla 7).

‘ GRUPO EXPERIMENTAL 2

Control Experimental
(©) (A30)
Glucosa (mg/dl) 93.33+3.82 104.5+£5.13

Tabla 7. Concentracion de glucosa sérica. Se muestra media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05,
t-Student. C (n =6) y A30(n=6).

7.7 Peso de tejido adiposo

En cuanto a la cantidad de tejido adiposo total y visceral por 100 gramos de peso corporal, no
se encontraron diferencias entre grupos (p> 0.05; tabla 8).
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GRUPO EXPERIMENTAL 2

Variables Control Experimental
(©) (A30)
Tejido adiposo total (g) 2.21+0.32 3.47 £0.40

Tejido adiposo visceral (g) 1.09+0.21 1.79+£0.26

Tabla 8. Tejido de adiposo total y visceral. Se muestra media * e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05, t-
Student. C (n =6) y A30(n=6).

En la figura 16, se muestran fotografias de las ratas colocadas en posicion supina exponiendo
el tejido adiposo visceral. Se observa una mayor acumulacién de tejido adiposo en la rata A30

del grupo experimental dos comparado con su control.

Figura 16. Las fotografias muestran el tejido adiposo visceral (flechas negras) de ambos grupos experimentales.
C(n =6) y A30(n=6).

o .”

47



7.8 Pesoy caracteristicas histoldgicas del pancreas
7.8.1 Peso del pancreas

En cuanto al peso del pancreas por 100 gramos de peso corporal en las ratas C fue de 0.446
+0.03g y de las ratas A30 fue de 0.446 = 0.03g. No se encontraron diferencias en los grupos
(p= 0.3490; figura 17).
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Figura 17. Peso del pancreas. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05, t-Student.
C(n =6) y A30(n=6).

7.8.2 Histologia del pancreas

En las fotomicrofotografias de los cortes histolégicos del grupo experimental dos, no se
observaron diferencias morfologicas entre el grupo A30 y su control. En la figura 18 se
observan los distintos I6bulos que conforman el pancreas; asi como la presencia de venas,
arterias, el sistema de conductos, tejido acinar y conectivo, y la presencia de Islotes de
Langerhans.

Con respecto a los islotes de Langerhans, estos presentaron caracteristicas similares al grupo
experimental 1, encontrandose estos bien delimitados, presentando distintos tamafios y formas
(circulares y/u ovalados). Dentro de estos se observo que los ndcleos de los distintos tipos
celulares se encontraban bien definidos; mientras que el citoplasma celular en ambos grupos

no llegd a distinguirse de forma clara su delimitacion (figura 19).
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Grupo experimental 2

-
Figura 18. Fotomicrografias de cortes histolégicos del pancreas del grupo experimental dos (C y A30) con
tincién de Hematoxilina-Eosina (4x). Se observa la presencia de Islotes de Langerhans (Is). Las barras negras
equivalen a 50um. C(n =6) y A30(n=6).

Figura 19. Fotomicrografias de los Islotes de Langerhans del grupo experimental dos (C y A30) con tincién de
Hematoxilina-Eosina (40 y 100x). Las barras negras equivalen a 50um. C(n =6) y A30(n=6).
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7.8.3 Areade los islotes
Con respeto al porcentaje de islotes de acuerdo a su tamafio, no se encontraron diferencias

entre grupos (p>0.05; figura 20).
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Figura 20. Area de islotes. Se muestra media. No hay diferencias entre grupos. p > 0.05, Prueba de Fisher’s.
Control(n =6) y A30(n=6).

7.8.4 Numero de celulas dentro de los islotes

Asi mismo, cuando se contabiliz6 el nimero de células que se encontraron en los islotes
seleccionados de acuerdo con su tamafio, se observo que en los islotes chicos en las ratas C fue
de 13.50 + 1.17 células y las ratas A30 fue de 14.33 £+ 1.30 células (p= 0.6904; Figura 21A),
en los islotes medianos en las ratas C fue de 47.50 + 2.48 células y las ratas A30 fue de 56.17
+ 6.28 células (p= 0.2902; Figura 21B), y en los islotes grades en las ratas C fue de 212.8 +
15.82 células y las ratas A30 fue de 191.2 + 17 células (p=0.4493; Figura 21C), sin encontrar

diferencias en ninguno grupo.
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Figura 21. Distribucién de nimero de células por tamafio de islote: chicos (A), medianos (B), grandes (C).Se

muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05. Los datos fueron analizados mediante una

prueba de U Mann-Whitney y t-Student. Control (n =6) y A30 (n=6).

7.8.5 Células p

En cuanto al porcentaje de células B de acuerdo con el tamafio del islote, se observd que no
hay diferencias en las ratas A30 comparado con el grupo control (tabla 9).

GRUPO EXPERIMENTAL 2

Tamafno del islote Control Experimental
(©) (A30)
< 3000um? 89.67 £ 1.95 82.33 + 3.67
3001-9001 pm? 83.33+4.27 77.87+4.16
>9001 um? 80.58+1.95 78.89+2.05

Tabla 9. Porcentaje de células B por islote. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre grupos. p>0.05.
Los datos fueron analizados mediante una prueba de U Mann-Whitney y t-Student. Control (n =6) y A30 (n=6).
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A nivel histolégico, podemos observar que las ratas A30 contintan teniendo una distribucion
normal de las células dentro de los islotes chicos, medianos y grandes comparados con el
grupo control. De igual forma notamos que las células B pancreéaticas ocupan la zona central

del islote, asi como las células no B se sitGan en la periferia del estos (figura 22).

Grupo experimental 2

Figura 22. Fotomicrografias de inmunohistoquimicas para la deteccion de células B contra-tefiidas con
Hematoxilina de Harris. (40 y 100x). Las flechas negras indican la ubicacion de células B, mientras que, las
flechas rojas indican la ubicacion de células no B. Las barras negras equivalen a 50pm. C(n =6) y A30(n=6).
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8 DISCUSION

En la rata, la etapa posdestete representa un periodo critico en la ontogenia del pancreas
porgue aun esta en desarrollo. Lo que hace gque sea un organo susceptible a modificarse por la
dieta, afectando su organizacion histoldgica (Bramblett y cols. 2000). Por ejemplo, la dieta
rica en grasa proveniente de la leche materna provoca un estado fisioldgico caracterizado por
hiperglucemia e hiperinsulinemia, esta condicion se asocié con un aumento en el nimero de
células B, la falta de respuesta a altas concentraciones de glucosa, estimuld un aumento de

células a (Aguayo-Mazzucato y cols. 2006).

Nuestros resultados muestran que no hay diferencia en el peso corporal a pesar de que las ratas
de los grupos A30 consumieron la mitad de alimento comparado con sus grupos control, tanto
en el primer y segundo mes del consumo elevado de sacarosa. Esta falta de diferencia pudo
haber sido porque las ratas A30 ingirieron mas calorias a traves del consumo de agua con
sacarosa a pesar de que no hubo diferencia en la cantidad de agua que bebieron entre los
grupos experimentales en ambos experimentos. Estos resultados se correlacionan con otros
estudios donde evaltan el efecto del consumo de una dieta alta en carbohidratos (El Hafidi y
cols. 2001; Alexander y cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009).

Con respecto a las concentraciones de glucosa e insulina se observan valores similares entre el
grupo control y el grupos A30 en los dos grupos experimentales, estos datos se corroboran con
otros estudios realizados en edad adulta, en donde observan que los animales que consumen
dietas altas en carbohidratos liberan mas insulina que los animales control, manteniendo los
niveles de glucosa normales (Massa y cols. 1997, 2001, Del Zotto y cols. 1999); ademas se ha
observado que la actividad de algunas enzimas (hexoquinasa y glucoquinasa) encargadas del
proceso de fosforilacion de la glucosa aumentan su actividad catalitica permitiendo la
liberacion adecuada de insulina para mantener en homeostasis la glucosa (Aalinkeel y cols.
1999; 2001). De tal manera que, porque los animales que consumen azUcar no tienen elevada
la insulina (aqui como las ratas estan en crecimiento y desarrollo lo que consumen estan

cubriendo la demanda del crecimiento y desarrollo, posteriormente cuando termina ese
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proceso, empiezan acumular las calorias como con la acumulacion de tejido visceral y la

insulina aumenta (Diaz y cols. enviado).

Por otra parte, observamos en el grupo tratado por dos meses con sacarosa al 30% que hay una
disminucion en el consumo de calorias comparado con el grupo tratado por un mes, esto
probablemente debido a que la demanda fisioldgica para su crecimiento y desarrollo ha
disminuido, ya que, se sabe que durante etapas tempranas los organismos aun se encuentran en
crecimiento y desarrollo (Alberts 2005; Brown 2005). Dado que las calorias ingeridas son
utilizadas para el crecimiento y desarrollo, no encontramos diferencia en la cantidad de tejido
adiposo total y visceral, en los grupos que consumieron sacarosa (Corona-Pérez 2013).
Cuando las ratas son alimentadas con sacarosa al 30% por tres meses hay una acumulacion de
tejido adiposo lo que corrobora gque solo en edad adulta se almacena mayor cantidad de tejido
adiposo (Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004; Diaz y cols. enviado), debido a que su
demanda metabdlica disminuye comparado con la etapa infantil y juvenil (Hafidi y cols. 2001,
Alexander y cols. 2004).

Nuestros resultados indican que el consumo de sacarosa no afectd el peso del pancreas en
ambos grupos experimentales. A nivel histoldgico, en ambos grupos experimentales no
encontramos cambios en el porcentaje de los islotes de acuerdo a su area. Se ha reportado en
humanos y en ratas que la hiperglucemia estimula la formacion de islotes pequefios debido a
que tienen mayor capacidad de secretar insulina, probablemente por la mayor irrigacion
comparado con los islotes grandes donde observan que disminuye su capacidad para secretar
insulina (MacGregor y cols. 2006, Su y cols. 2010, Fujita y cols. 2011). Estos resultados
difieren de los nuestros, ya que, nosotros no encontramos hiperinsulinemia en las ratas que
consumieron sacarosa. 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 B, 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). En el presente trabajo, encontramos que en el

grupo experimental uno, el nimero de células dentro de los islotes chicos aumenta en el grupo
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A30 comparado con su grupo control, mientras que los islotes medianos y grandes no presenta
diferencias en las ratas que consumieron agua azucarada, comparadas con el control, sin
embargo, se observa que en los islotes grandes hay una tendencia a presentar un mayor
numero de células en las ratas que consumieron agua azucarada comparado con Su respectivo
grupo control. En el grupo experimental dos, no encontramos diferencias, pero la tendencia de
la distribucion celular cambia, presentando los islotes medianos del grupo A30 mayor cantidad
de células comparado con su grupo control, mientras que los islotes grandes el grupo A30
disminuye control. De tal manera, que los cambios esperados no son tan evidentes en el grupo
experimental dos, debido a que los islotes pancreaticos tienen la capacidad de modificar su
estructura y funcion, en respuesta al consumo de sacarosa. Cabe mencionar que la regulacion
de los islotes pancreaticos depende de diversos factores, como son: cambios en la
conformacion de células o y B, 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 EI Mardi 2005).

En apoyo a lo anterior, se analizé el porcentaje de células P, asi como su distribucion en los
islotes de acuerdo a su tamafio, no observamos diferencias en ninguno de los grupos
experimentales. Esto podria deberse a que se estén llevando a cabo procesos compensatorios
como la proliferacion celular y por ende no encontramos modificaciones en este aspecto, no
descartamos la idea de que el proceso de neogénesis de los islotes y la apoptosis celular de
igual forma se estén llevando a cabo, debido a que no encontramos un aumento Yy/o
disminucion en la porcion endocrina del pancreas. En otros estudios en donde se administra
sacarosa durante la lactancia y en edad adulta observan que este consumo durante un periodo
de tiempo corto aumenta la replicacion de la célula B y por ende el porcentaje de apoptosis
celular se ve disminuido; también se observa la formacién de nuevos islotes a partir de
conductos acinares, sin presentar cambios en el porcentaje de células a y f (Massa y cols.
1997; Del Zotto y cols. 1999; 2000), por el contrario, esta administracion durante un periodo
de tiempo largo produce que la proliferacion celular se vea afectada debido a que la velocidad
de células apoptoticas aumenta (Del Zotto y cols.1999; 2004). Quizas en edad adulta esta

capacidad se pierde, en las ratas que consumen sacarosa durante tres meses, ya que, los niveles
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de insulina aumentan (Ferreira y cols. 2010; Diaz y cols. Enviado). Aunque no se ha estudiado
proliferacion celular en el pancreas en esa condicion y edad.

Se ha observado que las células B, no so6lo dependen de una fuente de combustible como la
glucosa, sino que también requieren de factores de crecimiento, asi como la regulacion de la
transcripcion de los genes de insulina y enzimas involucradas en la liberacion de esta (Liang y
cols. 1992; Chen y cols. 1994; Gasa y cols. 2000). Se ha estudiado que la hiperglucemia puede
tener efectos beneficiosos como la estimulacion del crecimiento de las células B, asi como
efectos perjudiciales como el deterioro de la secrecion de insulina y apoptosis celular (Swenne
y cols. 1980; Kim y cols. 2005). Ademas, la hiperglucemia puede afectar la sefializacion en las
células B, a través de la disminucion del GLUT 2 y la expresion del gen de la glucoguinasa
(Tsuboi y cols. 2006). Por otra parte, se ha visto que la respuesta de las células § son distintas
durante la edad adulta y edad postnatal tras estar expuesto a altas concentraciones de glucosa,
debido a que en edades tempranas estas parecen ser menos susceptibles a dafarse ante esta
demanda metabdlica, debido a que las células B aln se encuentran inmaduras (Kuhl y cols.
1980). También debemos considerar que algunas incretinas (GLP-1 y GIP), el sistema
adrenérgico, el acido y-aminobutirico (GABA) y hormonas tiroideas pueden estar participando
en la regulacion de la homeostasis de la glucosa, mejorando el crecimiento, diferenciacion,
proliferacion y supervivencia de la células [ pancreaticas, para la secrecion adecuada de
insulina (Quesada y cols. 2007; Quintanilla-Garcia y ZUfiga-Guajardo 2010; Martinez-

Rodriguez y Gil 2012; Aguayo-Mazzucato y cols. 2013; Aiello y cols. 2014).

Algunos mecanismos que contribuyen en la disfuncion de la célula B, por el consumo de
sacarosa en la edad adulta, son la glucolipotoxicidad que involucra cambios en la fosforilacion
y/o oxidacion de la glucosa, aumento en los niveles de triglicéridos, la regulacion de varios
genes incluyendo la glucoquinasa, y el receptor alfa, activado por proliferadores de
peroxisomas (PPARa) entre otros, los cuales dafnan la funcion de la mitocondria y reticulo
endoplasmico, por la produccion de estrés oxidativo (superdxido, 6xido nitrico), glucosilacién
de proteinas estructurales y la activacion de vias de sefializacion que finalmente conducen a la
muerte celular (Sakuraba y cols. 2000; Briaud y cols. 2001; Robertson y cols. 2003; Poitout

2004) aunque a temprana edad no hay estudios.
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Esto nos sugiere que probablemente no encontramos cambios a nivel histolégico en el
pancreas, debido a que la ingesta de sacarosa una semana antes de completar la etapa de
maduracion del pancreas, pudo haber modificado 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 estan 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).
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9 CONCLUSIONES

El consumo de sacarosa al destete durante un mes y dos meses no afecta los niveles séricos de
glucosa e insulina, sin embargo, el consumo de sacarosa por un mes modifica el arreglo
histolégico del pancreas. Aunque, estos cambios no son evidentes 0 no se agravan con el
consumo de sacarosa por dos meses. Lo que sugiere que este 6rgano tiene la capacidad de
modular su estructura y funcion a temprana edad ante el consumo elevado de sacarosa. Mas
estudios son necesarios para evaluar el tejido pancreatico a los tres meses del consumo de

sacarosa en animales que ya presentan niveles de insulina elevada y resistencia a la insulina.
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10 PERSPECTIVAS

En nuestro mismo modelo, seria importante realizar inmunohistoquimicas para determinar el
porcentaje de proliferacion y apoptosis celular, neogénesis de islotes pancreaticos, asi como el
namero de células secretoras de glucagdn; ya que, es posible que se estén llevando a cabo
procesos compensatorios, por los cuales en los tiempos considerados en este estudio no
encontramos cambios significativos a nivel histolégico en el segundo grupo experimental. Sin
embargo, seria interesante seguir estudiando el pancreas en el contexto de consumo de

sacarosa en edades posteriores para ver como se va modificando su estructura y funcién.

Por otro lado, seria importante utilizar otras técnicas para observar si se altera la transcripcién
de genes (PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox gene 1, neurogenina 3 (Ngn3), Pax-4,

Nkx-2.2, Nkx-6.1, Pax-6, etc.), involucrados en fisiologia del pancreas.

Con respecto, a los resultados obtenidos de glucosa e insulina, seria importante medir la
actividad enzimética de hexoquinasa y glucoquinasa, ya que, podria estar aumentada, por lo

cual no encontramos alteraciones en estos parametros bioquimicos.
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12 GLOSARIO
1.- Posicion supina: sujeto tendida y descansando sobre nalgas, espalda, cabeza y hombros.

2.-Bouin: es un fijador popular para estudios de histologia, debido a su excelente estado de

conservacion de los nicleos y cromosomas.
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13 ANEXOS

13.1 Deshidratacion del tejido pancreatico
a) Despues de la diseccion, seccionar el pancreas en cabeza, cuerpo y cola.
b) Mantener la porcién de la cola del pancreas en Bouin durante 24 horas.

c) Sacar el tejido del Bouin y realizar la deshidratacion de acuerdo a la siguiente lista,

cuidando que la solucion cubra el tejido, manteniéndolo en agitacion.

N. de solucion Solucién y concentracion Tiempo en minutos

1 OH 70% 30 minutos
2 OH 80% 30 minutos
3 OH 96% 60 minutos
4 OH 100% 60 minutos
5 OH 100% -Xileno 30 minutos
6 Xileno | 30 minutos
7 Xileno Il 30 minutos
8 Paraplast Plus I 2 horas

9 Paraplast Plus 11 18 horas

d) Incluir todos los tejidos con Paraplast Plus limpio y dejar que solidifiquen.

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast Plus en el horno a una temperatura maxima de
56°C.
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13.2 Tinciéon de hematoxilina-eosina

Después de obtener los cortes histoldgicos en el micrétomo se dejan secar minimo 15 dias,

posteriormente se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Solucién

Desparafinar 1 Xileno | 5 minutos
2 Xileno Il 5 minutos
3 Xileno: Etanol 5 minutos
Hidratacion 4 Etanol 100% 5 minutos
5 Etanol 100% 5 minutos
6 Etanol 96% 3 minutos
7 Etanol 80% 3 minutos
8 Etanol 60% 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de Harris 35 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
Contraste 12 Etanol &cido 40 segundos
13 Agua destilada 40 segundos
Azuleamiento 14 Etanol amoniacal 3 minutos
15 Agua destilada 40 segundos
16 Eosina 8 minutos
17 Agua destilada 40 segundos
Deshidratacion 18 Etanol 96% 40 segundos
19 Etanol 96% 40 segundos
20 Etanol 100% 30 segundos
21 Etanol 100% 30 segundos
22 Etanol: Xileno 30 segundos
23 Xileno | 30 segundos
24 Xileno Il 30 segundos
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Montaje Cytoseal TM 60

e En cada canastilla caben 32 portaobjetos

e En caso de meter mas de dos trenes, el tren 3 y 4 darles méas tiempo en el paso 12 y 14.

e Reuvisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol acido, y alcohol amoniacal
un portaobjetos en el microscopio para ver si se tifio.

e En el caso de que a la hora de montar con el Cytoseal queden burbujas regresar el

portaobjetos al Xileno para volver a montar.
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