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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico con mdultiples etiologias,
caracterizado por hiperglucemia cronica acompafada de alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. Se han descrito dos formas
principales: la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2).
La DMT2 es la forma mas prevalente la cual representa el 90% de los casos a nivel
mundial como resultado de una resistencia directa a la sintesis de insulina en tejidos
insulino-dependientes y alteraciones en la secrecidon de insulina por las células (.
En México se presenta una alta susceptibilidad a padecer enfermedades
metabdlicas debido al consumo de Dietas Altas en Grasas (DAG) desde la infancia,
lo que en primera instancia produce obesidad, la cual es el principal factor de riesgo
relacionado con DMT2. Poco se ha estudiado sobre los efectos que provoca la
ingesta de DAG durante periodos criticos del desarrollo como la post-ablactacion,
que se ha descrito tiene una accion directa en la maduracién postnatal del islote
pancreatico. En diversos estudios en modelos animales alimentados con DAG
(240% de acidos grasos saturados) se han encontrado alteraciones metabolicas
caracterizadas por dislipidemia, respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y
resistencia periférica a la insulina, por lo que, una mejor comprension de estos
eventos criticos que ocurren en etapas tempranas de la vida ayudara a aclarar las

causas de la susceptibilidad individual de la diabetes en el adulto

El presente trabajo se presenta evidencia cientifica del efecto de una DAG en un
modelo murino, en el cual se encontré que los roedores que fueron alimentados con
este tipo de dieta mostraron un incremento del 90% en la curva de tolerancia a la
glucosa a los 7 y 15 dias de tratamiento correspondiente al periodo de post-
ablactacion, con una ganancia de peso significativa en comparacion con el grupo
control. Ademas, se observaron cambios histopatoldgicos con infiltracién linfocitica
inflamatoria severa en los animales bajo tratamiento, por lo que se sugiere que la
administracion de una DAG durante el periodo post-ablactacion elude cambios

anatomicos y funcionales en el metabolismo del pancreas.
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MARCO TEORICO

1. Pancreas
1.1 Estructura y anatomia pancreatica

El pancreas tiene un papel clave en la regulacion de la digestion de macronutrientes
y en la homeostasis del metabolismo por la liberacion de enzimas digestivas y
hormonas pancreaticas. Anatdmicamente se encuentra detras del estbmago dentro

de la cavidad abdominal superior izquierda y se divide en cabeza, cuerpo y cola.

El pancreas es una glandula mixta, contiene dos componentes principales: el
compartimento exocrino y el endocrino. El pancreas exocrino consiste en células
acinares y de conducto productoras de enzimas digestivas, el pancreas endocrino
productor de hormonas que regulan la homeostasis de glucosa representa el 2%
del tejido pancreatico y se organiza en grupos de células llamadas islotes de
Langerhans 2. Cada islote estad compuesto tipicamente de cinco subtipos de células
diferentes: alfa, beta, delta, épsilon y células PP, que sintetizan y secretan glucagon,
insulina, somatostatina, grelina y polipéptido pancreético, respectivamente?. Estos
grupos estan contenidos en una estructura altamente organizada, donde las células
B estan en el interior del islote y el resto de los grupos celulares se encuentra en la
periferia* (Figura 1). A través de sus diversas hormonas, particularmente el
glucagon e insulina, el pancreas mantiene los niveles de glucosa en sangre dentro

de un rango de 4-6 mM.

1.2 Secrecion de insulina en respuesta a glucosa

Las células endocrinas secretan sus respectivas hormonas en respuesta a sefiales
externas, tales como la ingesta de nutrientes o estrés, a través de vias de
sefializacion humorales, neuronales u hormonales®. El proceso molecular
subyacente que traduce el estimulo en la liberacion real de la hormona se denomina
acoplamiento estimulo-secreciéon conocido como exocitosis dependiente de
estimulos de una sustancia en particular, como la liberacion de insulina estimulada

por glucosa en células (3.
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Figura 1. Representacion de la anatomia pancreética. A) Se aprecia su localizacion en la
segunda porcion del duodeno, el conducto pancreético principal y las divisiones del
pancreas (cabeza, cuerpo y cola). B) Representacion esquematica de un islote de
Langerhans con los respectivos subtipos celulares: a, B, y, 8 y €. C) La secrecién de insulina
producida por las células B estimulada por glucosa depende del flujo de los iones Ca*? y K*
provocando la despolarizacion de la membrana celular y la actividad eléctrica. (Modificado
de MacDonald P. et al., 2016).

En las células [3, el principal estimulo para la liberacion de insulina se eleva por los
niveles de glucosa post-prandial. La glucosa circulante en el torrente sanguineo es
absorbida por el transportador de glucosa facilitado GLUT2 (SLC2A2), que esta
ubicado en la superficie de las células 8. En los islotes pancreéticos de roedores,
GLUT2 es el unico transportador involucrado en la captacién de glucosa, mientras
gue en humanos tanto las isoformas GLUT1 como GLUT2 participan en este
proceso’. Una vez que la glucosa se internaliza en la célula, se somete a la
glucolisis, generando adenosina trifosfato (ATP), lo que resulta en un aumento de
la relacion ATP/ADP. Esta alteracion conduce al cierre de los canales K* sensibles
a ATP. En condiciones no estimuladas, estos canales estan abiertos para garantizar
el mantenimiento del potencial de reposo mediante el transporte de los iones K*
cargados positivamente por su gradiente de concentracion fuera de la célula. Tras
el cierre, la disminucion subsiguiente en la magnitud de la corriente de K* dirigida

hacia el exterior provoca la despolarizacion de la membrana, seguido de la apertura

2



de canales de Ca* dependientes de voltaje (VDCC). Finalmente, el aumento en las
concentraciones de calcio intracelular desencadena la fusién de granulos que
contienen insulina para su posterior liberacién mediante exocitosis®. Las moléculas
clave que median la fusion de las vesiculas de alta densidad que contienen insulina
son las proteinas asociadas a sinaptosomas de 25 kDa (SNAP-25), sintaxina-1 y
sinaptobrevina 2 (o vesicula asociada a proteina de membrana VAMP2), los cuales
pertenecen a la superfamilia de las proteinas de fusion sensible a la N-etilmaleimida
(SNAP)°.

1.3 Organogénesis pancreatica

El desarrollo pancreético es un proceso complejo y altamente regulado que controla
la especificacion y diferenciacion de las células progenitoras y se guia por multiples
vias de sefalizacion y cascadas de factores de transcripcién (Figura 3). En el
embridn de raton en desarrollo, la gastrulacién (un proceso en el que una blastula
en capas se reorganiza en una estructura trilaminar) en el dia embrionario (E) 7.5,
conduce a la generacién de 3 capas germinales, especificamente, el ectodermo,
mesodermo y endodermo?®. En el E9.5, el pancreas se origina en el endodermo del
intestino anterior como 2 brotes pancreaticos independientes, a lo largo del eje
dorsal y ventral. La organogénesis pancredtica, diferenciacién y maduracion es
clasificada en 3 etapas: transicion primaria (E8.5-12.5), transicibn secundaria
(E12.5-16.5) y transicion terciaria (E16.5-postnatal)!!.

Latransicion primaria es un periodo de proliferacién activo de células progenitoras
pancreaticas que forman un epitelio estratificado acompafado por la formacion de
multiples micro lumen que luego se fusionan. Algunos de los factores de
transcripcion involucrados en esta etapa son HB9/HLXB9, ISL1,FOXA2, SOX17,
PDX1, PTF1A, SOX9 Y GATAG6 1215,

Durante la transicién secundaria, el epitelio pancreatico sufre crecimiento,

ramificacion, diferenciacidon y se suscita la asignacion de linaje celular pancreatico,



un proceso logrado mediante la iniciacion y el mantenimiento de perfiles especificos
de expresion de genes controlados por distintas combinaciones espaciales y
temporales de factores de transcripcion, los cuales incluyen SOX9, sefializacion de

NOTCH, HES1 y NGN31%.16-18,

Figura 2. Imagenes de islotes pancreaticos de ratén. Tincidbn con hematoxilina-eosina (a),
inmunomarcaje para insulina (rojo) y glucagén (amarillo). (b) Inmunomarcaje para n-
cadherina para mostrar el contacto célula-célula (c, flecha). (d) Imagen de célula B obtenida
por microscopia electronica de barrido. ER, reticulo endoplasmico aspero; G, granulos de
insulina; GC, complejo de Golgi; N, nucleo. Barras, 50 mm (a); 25 mm (b, ¢); 400 nm (d).
(Obtenido de Molecular Nutrition and Diabetes., 2016).
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Figura 3. Esquema jerarquico de linaje durante la organogénesis pancreatica. Después de
la especificacion, los progenitores pancreaticos expresan conjuntamente un rango de
factores de transcripcién asociados al pancreas que facilitan el establecimiento de la red
reguladora de genes que media la multipotencia en las primeras etapas del desarrollo del

pancreas. (Modificado de H. Larsen et al., 2016).

Durante la transicion terciaria, las células pancreéaticas diferenciadas
experimentan remodelacion y maduracién adicional, en donde las células
endocrinas diferenciadas individuales se deslaminan, migran al tejido exocrino
vecino y se ensamblan en grupos celulares para iniciar la formacion de islotes
maduros!?1®, En el ratén, los islotes conforman un nucleo central con células B, en
la periferia células a, 8 y PP y una pequefia proporcion de células ¢ dispersas por

todo el islote19:20,



1.4 Maduracion postnatal del islote pancreético

Al nacer, aproximadamente el 80% de la masa de células 3 se origina en la
neogénesis de células precursoras indiferenciadas y el 20% restante surge de la
proliferacion de células B2. La proliferacién de células B disminuye gradualmente
desde las primeras 4 semanas postnatales hasta después del destete?!:?2,
Posteri3ormente, la masa de las células del islote se mantiene a través de la
autorreplicacion. Por lo tanto, la masa de células B adultas no se mantiene a través
de la neogénesis??, pero es capaz de una proliferacion limitada?*. En roedores con
edades comprendidas entre 30 y 40 dias, la tasa de replicacion de células 8 es
estable®®. En humanos, la mayor tasa de proliferaciéon se observa antes de los 2
afios de edad, y después de los 5 afnos la masa de las células  permanece
relativamente constante?%2’. En condiciones normales, la célula B adulta tiene una
vida larga pero la proliferacion disminuye con la edad?®. Durante la edad adulta, la
masa del islote no se altera, excepto en respuesta a estados fisioldgicos (p. €j.,
embarazo) y patoldgicos (p. ej., obesidad y resistencia a la insulina)?®3°.La
diferenciacion acinar, maduracién y la proliferacion también continian después del

nacimiento y se disipan hasta el destete®!.

El desarrollo normal de la células 3 en el pancreas en el periodo de post ablactacion,
caracterizado por la introduccion de alimentos complementarios a la leche materna,
requiere adaptaciones metabdlicas extensas y coordinadas para mantener la

homeostasis de glucosa®?, el cual culmina en dos eventos cruciales de maduracion:

i.  Maduracion funcional del islote pancreético: Se perfecciona la maquinaria
sensora de glucosa y se aumenta la produccion de insulina por célula, lo que
resulta en la maduraciéon de la secreciébn de insulina en respuesta a
glucosa3334

ii.  Maduracion morfologica del islote pancreatico: Se establece un namero
suficiente de células 3 en proporcion con el peso corporal del individuo, para
lograr una masa apropiada y se lleva a cabo la remodelacién del islote

pancreatico, el cual adquiere la citoarquitectura tipica de un islote adulto para



la correcta funcidon pancreatica endocrina que depende de las uniones
celulares y proteinas constitutivas que permiten la segregacion, adhesion y

comunicacion entre las células del islote32:36,

Dichos procesos determinan la maduracion del islote, lo que marca el final de los
procesos de desarrollo encaminados a alcanzar la plena capacidad funcional de la
célula B%, sin embargo, se cree que los defectos en la maduracion de las células B,
asi como un fracaso en su expansion determina la susceptibilidad al desarrollo de

enfermedades metabdlicas, como diabetes mellitus32.

2. Diabetes mellitus

2.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico con mdultiples etiologias,
caracterizado por hiperglucemia crénica acompafada de alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas que surge de la disfuncién de la

insulina para actuar sobre los tejidos periféricos.?38,

Varios procesos como factores ambientales (p ej., la obesidad, una dieta no
saludable e inactividad fisica) y factores genéticos contribuyen a las mudltiples
fisiopatologias que son responsables de la alteracion de la homeostasis de la

glucosa implicados en el desarrollo de DM,

2.2 Clasificacion

Actualmente, la Federacion Internacional de la Diabetes (FID) clasifica a la DM en
tres formas principales: Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y tipo 2 (DTM2) y diabetes
gestacional, sin embargo, un estudio reciente publicado por Ahlgvist E. et. al (2018)
en The Lancet Diabetes Endocrinology, mencionan que la DMT2 en particular es
muy heterogénea, por lo que proponen una nueva estratificaciéon en 6 clusters

basados en seis variables clinicas (anticuerpos glutamato descarboxilasa, edad al
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momento del diagndstico, IMC, HbAlc, estimaciones de la evaluacién del modelo
homoeostatico 2 de la funcion de las células B y resistencia a la insulina) lo cual
eventualmente podria ayudar a adaptar y dirigir el tratamiento temprano a los
pacientes representando un primer paso hacia la medicina de precision en la
DMT240,

2.3Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2)

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se caracteriza por la desregulacion del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, y por la alteracion de la secrecion
de insulina, la resistencia a la insulina 0 una combinacion de ambos. De los tres
tipos principales de diabetes, la DMT2 es mucho més comun (representa mas del
90% de los casos a nivel mundial) que DMT1 o la diabetes gestacional®.

Su principal causa es la secrecién progresiva de insulina por las células
pancreéticas, debido a un antecedente de resistencia a la insulina preexistente en

el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo?.

2.4 Epidemiologia

La DMT2 se ha convertido en un problema trascendental y sus cifras
epidemiolégicas son alarmantes®®. Datos de la FID obtenidos en 2017 arrojaron que
a nivel mundial habia alrededor de 425 millones de personas diagnosticadas con
diabetes y para el afio 2045 proyectan un estimado de 629 millones de pacientes
con esta enfermedad crénica (Figura 4)*?; asi mismo reporté un estimado de

12,030.1 millones de mexicanos con este padecimiento en ese mismo afo.

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), la DMT2 en 2016
fue la segunda causa de muerte en mujeres y varones en México: se registraron
685,766 defunciones, cuyas principales causas fueron las enfermedades
cardiovasculares (136,342 millones), diabetes mellitus (105,572 millones) y los

tumores malignos (85,502 millones). La mortalidad es mas prevalente en mujeres



(53,842 millones) que en hombres (51,784)*%. En México, se tiene una alta
susceptibilidad a padecer DMT2 debido al gran consumo de azUcares refinados,
grasas saturadas y sodio desde edades tempranas**, por lo que la prevalencia de
sobrepeso y obesidad (uno de los principales factores de riesgo relacionados con la
DMT?2) entre nifios de 5 a 11 afios ha aumentado dramaticamente en los Gltimos
afos, de acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de

Medio Camino en 20164°.

628,6
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2017 2045
Figura 4. Representacion del panorama mundial de la Diabetes mellitus. Se estima que

para el afio 2045 habra un incremento del 48% de los casos de DM a nivel global. AFR,
Africa; EUR, Europa; MENA, Oriente Medio y Norte de Africa; NAC, América del Norte y el
Caribe; SACA, América del Sur y Central; SEA, Sudeste Asiatico; WP, Pacifico Occidental
(Obtenido de IDF Atlas, 82 edicion 2017).

Datos de la FID exponen que en 2017 México ocupaba el octavo lugar en el ranking
de los paises con el mayor gasto sanitario total en el tratamiento de la DMT2 y sus
complicaciones (principalmente aquellas relacionadas con nefropatia diabética) en
personas entre 20 y 79 afios, el cual fue de mas de 19 mil millones de délares*?, lo
que representa casi una tercera parte del gasto medico total del sector salud*®. Con
tal altos costos, la enfermedad supone un desafio significativo para los sistemas

sanitarios y un obstaculo para el desarrollo econémico sostenible del pais?’.



2.5 Fisiopatologia

Los cambios fisiopatologicos de la DMT2 se caracterizan por la resistencia a la
insulina, disfuncidén de las células B y la inflamacion croénica, lo cual obstaculiza
progresivamente el control de los niveles de glucosa en sangre y conduce al
desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares®. Al menos ocho anomalias
fisiopatologicas distintas contribuyen a la alteracion de la homeostasis de la glucosa
provocando hiperglucemia (Figura 5)%.
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Figura 5. Esquema general de las anomalias fisiopatoldgicas de la hiperglucemia en la
DMT2. Resistencia a la insulina en el musculo y el higado, y la alteracion de la secrecion
de insulina por las células B pancreaticas es el nucleo de los defectos en la DMT2. La
resistencia de las células 3 al péptido similar al glucagon 1 (GLP1) contribuye al fallo
progresivo en la funcion de las células B, mientras que el aumento en los niveles de
glucagén contribuye a la produccion excesiva de glucosa por parte del higado. La
resistencia a la insulina en los adipocitos da como resultado una lipdlisis acelerada y un
aumento de los niveles de &cidos grasos libres en plasma (FFA), los cuales acrecentan la
resistencia a la insulina en el musculo e higado y contribuyen a la falla de las células .

Aumento de la reabsorcion de glucosa por GLUT2 y el incremento en el umbral de los
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rastros de glucosa en la orina contribuyen al mantenimiento de la hiperglucemia.
Resistencia a los efectos supresores del apetito de la insulina, leptina, GLP1, la amilinay el
péptido YY, asi como niveles bajos de dopamina en el cerebro y aumento de serotonina en
el cerebro contribuyen al aumento de peso, lo que agrava la resistencia subyacente.
(Obtenido de DeFronzo R. et al., 2016).

2.5.1 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es la anormalidad detectable mas temprana en individuos
que es probable que desarrollen DMT2, sin embargo, la enfermedad no se
manifiesta a menos que las células  no puedan secretar cantidades suficientes de
insulina para compensar la resistencia a la insulina en los tejidos periféricos*°.
Multiples factores contribuyen a la falla de las células B, incluyendo envejecimiento,
anomalias genéticas, hormona incretina (péptido similar al glucagon 1 (GLP1) y
resistencia y/o deficiencia al polipéptido gastrico (GIP), lipotoxicidad, glucotoxicidad,
resistencia a la insulina que conduce al estrés de las células B, hipersecrecion del
polipéptido amiloide de los islotes (IAPP), estrés oxidativo y activacion de las vias

inflamatorias®-52,

Mecanismo molecular de resistencia a la insulina: La unién de insulina a su
receptor activa el receptor de insulina tirosina quinasa y la fosforilacion de una
familia de sustratos receptores de insulina (IRS), especialmente IRS1 e IRS2%,
Estas proteinas IRS fosforiladas se unen y activan las moléculas de sefializacién
intracelular, la mas importante de las cuales es el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K).
PI3K promueve la translocacién del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) a la
membrana plasmatica, lo que resulta en la captaciéon de glucosa en el masculo
esquelético y fosforila e inactiva el factor de transcripcién de la proteina de la caja
forkhead O1 (FOXO1) alterando la transcripcién de genes rio abajo. La insulina

también estimula la via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)3°.

La resistencia a la insulina en la obesidad y la DMT2 se ha relacionado

principalmente con la via PI3K>%5, La resistencia a la insulina generalmente se
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asocia con una mayor fosforilacion en la serina de las proteinas IRS, que inhibe la
fosforilacion de la tirosina, lo que conduce a la resistencia a la insulina®->’. En
algunos casos, la fosforilacidon de la serina también aumenta la degradacion del IRS,
contribuyendo aln mas a la resistencia a la insulina®. Las causas del aumento de
la fosforilacion de la serina son multifactoriales, incluida la acumulacion de lipidos
ectopicos, la disfuncibn mitocondrial, la inflamacion y el estrés del reticulo

endoplasmico (ER)%°.
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Figura 6. Esquema de los mecanismos de resistencia a la insulina. En los adipocitos, la
resistencia a la insulina y la inflamacion conducen a la produccion y liberacion de acidos
grasos libres (AGL) y citoquinas proinflamatorias que provocan resistencia a la insulina,
como la interleucina 6 (IL -6), factor de necrosis tumoral (TNF) y resistina. Las adipocinas
que sensibilizan a la insulina, como la adiponectina, a la inversa, mejoran la resistencia a la

insulina. Ademas, la proteina de union al retinol (RBP4) aumenta y podria contribuir a la
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resistencia a la insulina. El inhibidor 1 del activador del plasminégeno (PAI1) no afecta la
resistencia a la insulina, pero se ha visto implicado en las complicaciones de la obesidad,
incluida la aterosclerosis acelerada y DMT2. Estos factores contribuyen a la acumulacion
de metabolitos lipidicos toéxicos (diacilglicerol (DAG), ceramidas y acil-CoA) en miocitos y
hepatocitos, que alteran la sefializacion de la insulina (via IRS-fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI3K)) y activan vias inflamatorias (JUN amino -terminal quinasa (JNK), IkB quinasa (IKK)
y proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK)), que deterioran alin mas la via de
transduccién de sefal de insulina. La disfuncion mitocondrial que predispone a la
acumulacién de DAG vy la activacion de la proteina quinasa C nuclear (PKC), asi como la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el aumento del estrés del reticulo
endoplasmético (ER) exacerban aun mas la resistencia a la insulina. (Obtenido de
DeFronzo R. et al., 2016).

2.5.2 Disfuncioén de las células 3

La disfuncion de las células B es el determinante critico para el desarrollo de DMT2
que se ve agravada por la resistencia a la insulina®. El inicio de la hiperglucemia
puede desencadenar tanto la disfuncién de las células B como la resistencia a la
insulina, sin embargo, con la disfuncidn de las células B, la secrecion de insulina se

deteriora®°.

En condiciones fisioldgicas, el mantenimiento de las concentraciones de glucosa en
el torrente sanguineo dentro de un estrecho rango fisiolégico se basa en la
regulacion coordinada de la secrecion de insulina a través de la disponibilidad de
nutrientes, hormonas e insumos neuronales °1. Entre estos factores, la glucosa es
el regulador més potente y fisiolégicamente importante en la funcion de las células
B a través de la estimulacion coordinada de la transcripcidn génica de insulina, la

biosintesis de proinsulina y la secrecién de insulina por las células 2.

Los insultos hacia las células B incluyen inflamacién inducida por citoquinas,
resistencia a la insulina y obesidad, asi como el consumo excesivo de grasas
saturadas y acidos grasos libres (AGL), lo que conduce una disminucién progresiva

de la funcién de las células B con la subsecuente pérdida de la masa y la funcion de
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las mismas, lo cual es fundamental para el desarrollo de DMT26364, En muestras
post-mortem de pacientes con DMT2, la masa de las células 3 se reduce en un 30-
40% en comparacion con las muestras de sujetos no diabéticos®®.Este proceso de

pérdida se cree que ocurre via apoptosis y autofagia desregulada®%¢.

Obesidad y &cidos grasos saturados: La obesidad es un estado de inflamacién
de bajo grado que desensibiliza los 6rganos receptores de glucosa a la accion de la
insulina. El tejido adiposo es una fuente importante de inflamacién con la infiltracion
de macréfagos como fuente primaria de citoquinas en individuos obesos®. Las
grasas saturadas estan fuertemente asociadas con la resistencia a la insulina y la
disfuncion de las células B. Las grasas saturadas en circulacion, derivadas
principalmente de las dietas o incluso de la hidrdlisis de depositos de grasa,
conducen a acidos grasos y glucosa que compiten por la absorcion y el metabolismo
en los tejidos. Con hiperglucemia persistente, el aumento de AGL saturados induce
un estado glucolipotoxico que es perjudicial para las células B al aumentar el estrés,
reduciendo subsecuentemente la sintesis y secrecion de insulina, comprometiendo

asi la estructura y la funcion de las células beta.

Los efectos de los AGL en la funcién de la célula B dependen del tiempo. La
exposicion a corto plazo a AGL aumenta la secrecion de insulina en respuesta a
glucosa (GSIS), lo que resulta en un aumento de la secrecion de insulina post
prandial y permite el almacenamiento del exceso de calorias en forma de grasa que
contribuye al sobrepeso y la obesidad®®. Por el contrario, la exposicién a AGL a largo
plazo suprime la GSIS y se ha sugerido que implica una alteracion en el
metabolismo de la glucosa, una reduccion de la biosintesis de insulina y la pérdida

de células p61°,

En ratas, los AGL saturados han demostrado aumentar la acumulacion de &cido
palmitico intramuscular que puede conducir a la resistencia a la insulina (Reynoso
et al., 2003)7°. En humanos, se reportdé una asociacion positiva entre la composicion
de AGL en suero y la DMT2 (Coelho et al., 2011)"*.
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2.5.3 Inflamacién

La inflamacion de los islotes en la DMT2 se atribuye a la sobrecarga de nutrientes
que conduce al agotamiento metabdlico de las células B”2. Esto puede conducir a la
sintesis localizada de citoquinas, lo que resulta en el reclutamiento de células
inmunes al sitio de produccion que desencadenara la disfuncién de las células B y
exacerbara la resistencia a la insulina’. Los AGL saturados como el acido palmitico,
induce la disfuncion de las células B in vivo mediante la activacion de procesos
inflamatorios en islotes de raton aumentando la expresion de las principales
citoquinas implicadas en la disfuncion de las células B, como la interleucina 6 (IL6),
TNF-a ,iL8 (CXCL1), IP10 [quimiocina (C-X-Cmotif) ligando10 (CXCL10)], MCP1
(CCL2) y MIP1A (CCL3) como se report6é en un estudio por Choi e. tal., (2012), las

cuales pueden influir en las células B de forma autocrina’.

3. Efectos metabdlicos de la Dieta alta en grasas (DAG)

Los lipidos de la dieta comprenden diferentes tipos de acidos grasos, cuyas
moléculas estan constituidas por cadenas hidrocarbonadas que se diferencian por
el numero de carbonos (corto, medio o largo) y por la ausencia (saturacién) o
presencia de insaturacion (monoinsaturados y poliinsaturados). Estas son algunas
de las caracteristicas que determinan la funcion de estos nutrientes en el

metabolismo’>76,

Aunque la DMT2 esta influenciada principalmente por el estilo de vida, la
composicion de la dieta puede afectar el desarrollo de la enfermedad, asi como la
de cualquier complicacién asociada. Los mecanismos moleculares de los nutrientes
implicados en la induccion de la resistencia a la insulina, particularmente los

diferentes tipos de acidos grasos en una dieta son todavia poco conocidos’”.

El efecto obesogénico de los acidos grasos saturados (AGS) se explica por el hecho
de que se utilizan deficientemente para obtener energia, por lo que deben acilarse
en triglicéridos y almacenarse en el tejido adiposo, mientras que los acidos grasos

polinsaturados (PUFA) y monoinsaturados (MUFA) se utilizan facilmente como
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energia y logran almacenarse en menor cantidad, es decir, el contenido energético
efectivo de una dieta es mayor cuando las grasas que contiene son altas en AGS’8.
Ademas, la tasa de oxidacion de AGS disminuye con el aumento de la longitud de
la cadena de carbonos. Los efectos provocados por DAG seran por tanto
especificos del tipo de cepa de los animales de estudio, tipo de grasa y periodo de

administracion de la dieta’®.

El modelo animal soporta el concepto de que una dieta alta en grasas (240% de
grasa saturada) se asocia con un resultado metabdlico adverso caracterizado por
dislipidemia, sobrepeso/obesidad y resistencia a la insulina (IR)881, Ademas, los
efectos de una dieta alta en grasas (DAG) durante periodos criticos del desarrollo,
incluido el periodo posnatal, tienen una accion directa sobre la falla de las células 3

pancreaticas®?.

Esté reportado que la alimentacion con DAG a menudo desencadena obesidad,
resistencia a la insulina y la disfuncién de las células beta8. En el trabajo reportado
por Lee YS. et. al (2011), un grupo de ratones desarrolld resistencia sistémica a la
insulina e intolerancia a la glucosa (prediabetes) después de solo 3 dias de
alimentacién con DAG?®3, ademas la resistencia sistémica a la insulina empeor6 de
manera constante con el aumento de la inflamacién del tejido adiposo después de
10 semanas de la ingesta con DAG. En otro estudio reportado por Wu Yu et. al,
(2011), ratones de la cepa C57BL/6J con dieta DAG durante 14 semanas eran
obesos, hiperlipidémicos, intolerantes a la glucosa e insensibles a la insulina, con

alteraciones en los niveles de insulina que reflejaban resistencia a la insulina®.

Estos estudios relacionan los efectos de DAG con la obesidad, la resistencia a la
insulina, y disfuncién de las células B, sin embargo, como se menciond
anteriormente, la prevalencia de obesidad en nifios ha aumentado drasticamente en
los dltimos afios, por lo que, los estudios en animales que emplean roedores jovenes
pude resultar de interés ya que los hallazgos experimentales pueden ser
potencialmente aplicables en la poblacion pediatrica®®. Pese a ello, los mecanismos
subyacentes a una nutricion desequilibrada postnatal y las enfermedades

metabdlicas siguen sin estar claros.
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ANTECEDENTES

Varios grupos de investigacion se han centrado en estudiar los efectos de DAG en

el periodo posterior al destete en roedores.

El trabajo publicado por Ohtubo et al., (2011) reportan un primer abordaje para
identificar un mecanismo molecular que vincula la dieta, la obesidad y la DMT2
(Figura 4)%. Demostraron que los altos niveles de lipidos (especificamente acido
palmitico) presentes en una dieta alta en grasa (58% kcal) inducen la exclusion
nuclear de factores de transcripcion como FOXA2 y HNF1A en células 8 aisladas a
partir de islotes pancreaticos provenientes de ratones adultos y donadores
humanos, lo que conduce a la alteracion de la expresion y glicosilacion de proteinas
como GLUT2 que controlan la secrecién de insulina estimulada por glucosa (Figura
4)38,

El grupo de trabajo de Barbosa et al. (2012) demostraron que el periodo de
gestacion es mas perjudicial que durante el periodo de lactancia, lo que ejerce
efectos deletéreos sobre la morfologia pancreatica ademas de depdsitos de grasa
mas grandes en la descendencia de ratones adultos®.

En un estudio reportado por Stolovich et. al. (2015), evaluaron el efecto inhibitorio
de la secrecién de insulina en respuesta a glucosa (GSIS) in vivo en roedores wild
type al dia post natal 25 que fueron destetados prematuramente (dia post natal 18)
como consecuencia de la administracién de una dieta alta en grasas (54.8% kcal)
en comparacion con una dieta estandar®. Los roedores destetados bajo una dieta
estandar presentaban niveles séricos de insulina en ayunas mas bajos que
aumentaron bajo la estimulacion de glucosa en comparacion con los ratones
destetados bajo una dieta alta en grasas, por lo que sugieren que el cambio en la
dieta asociado con el destete afecta la funcionalidad de las células B al reducir la
secrecion basal de insulina y aumentar la secrecion en respuesta a glucosa. Ellos
proponen que los acidos grasos libres circulantes en el torrente sanguineo
provenientes de la dieta acttan como mediadores actian como mediadores en la
regulacion de la secrecién de insulina en respuesta a glucosa y la replicacion

compensatoria de las células 3, lo cual concuerda con un estudio llevado a cabo por
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Pascoe et al., (2012) en donde demostraron que una corta exposicion a una infusién
lipidica (acido palmitico y acido linoleico) en ratones adultos inhibe la replicacion

inducida por glucosa?®’.

En otro estudio reportado por Jacovetti C. et. al, (2015) evallan el efecto en la
secrecion de insulina inducida por glucosa en roedores debido a la composicion de
una dieta alta en grasas en comparacion con una dieta estandar. Se encontraron
algunos cambios selectivos destacados de varios grupos y familias de miRNAs y
observaron que la mayoria de estos cambios ocurren entre el dia 20 y el 31 posnatal
y se correlacionan con la adquisicion de la capacidad de respuesta de la glucosa en

las células B2

Otro estudio reportado por Cheng S. et. al, (2017) examind los efectos de los tipos
de dietas altas en calorias en dos etapas diferentes del desarrollo (post-destete y
adulto joven) durante ocho semanas en la induccion del sindrome metabdlico. Se
observaron cambios fisicos, bioquimicos y transcripcionales, asi como permutas en
histologia hepatica. Las ratas post-destete tuvieron un mayor aumento de peso,
grasa visceral abdominal, glucosa en ayunas, colesterol de lipoproteina de alta

densidad y un inicio mas rapido de la hipertension®.

En conjunto estos hallazgos sugieren que la exposicion de una dieta alta en grasas
en diferentes etapas del desarrollo en roedores tiene un efecto deletéreo en las
células B, sin embargo, no se han reportado cambios relacionados con la morfologia
y funcionalidad en el periodo post- ablactacion, la cual es una ventana corta de
tiempo critica en la maduracién pancreética donde no se ha demostrado el papel
negativo de los lipidos en la supervivencia de las células 8 que puede desencadenar

el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la DMT2 en la edad adulta.
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Figura 7. Esquema de los efectos de la dieta alta en grasas y la composicion lipidica en la
disminucion de la secrecién de insulina estimulada por glucosa. En islotes de ratones
alimentados con una dieta control, FOXA2 y HNF1A controlan la expresion de GLUT2 y de
MGAT4A (N-acetilglucosamina transferasa). En ratones alimentados con DAG o tras la
exposicion de islotes de ratén o humano al acido palmitico, FOXA2 y HNF1A se excluyen
del nucleo, por un mecanismo que puede ser inhibido por el antioxidante N-acetilcisteina
(NAC), lo que sugiere que las especies reactivas de oxigeno (ROS), producido como
resultado del catabolismo de lipidos, estan involucrados en este proceso. La exclusion
nuclear de los factores de transcripcion reduce la expresion de GNT-4Ay GLUT2, asi como
la glicosilacion normal de GLUTZ2, lo que lleva a la internalizacién del transportador, la
reducida expresion de la superficie celular y la reduccion de GSIS. Esto causa intolerancia
a la glucosa, resistencia a la insulina y esteatosis hepética (Obtenido de Thorens B. et al.,
2011).
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JUSTIFICACION

La DMT2 ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial en los dltimos
afos, convirtiendose en la primera causa de muerte en México. El diagndstico de la
enfermedad se da en etapas tardias por lo que la eficacia de los tratamientos
actuales se ve disminuida, por lo que se propone analizar la correlacion del patrén
de la citoarquitectura y funcionalidad del islote pancreatico en el periodo de post-
ablactacion con la administracion de una dieta alta en grasas lo que nos permitira
dilucidar aspectos cruciales en la busqueda de un diagnéstico temprano y/o

esquema preventivo.
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HIPOTESIS

La administracion de una dieta modificada alta en grasas exclusivamente durante
una ventana critica del desarrollo (periodo post-ablactacion) tendra un cambio sobre

la maduracion morfolégica y funcional del islote pancreatico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar los cambios provocados por la administracion de una dieta modificada alta
en grasas durante el periodo de post-ablactacion sobre la maduracion morfologica
y funcional del islote pancreético.

Objetivos particulares

1. Desarrollar un modelo de dieta modificada alta en grasas.

2. Validar de acuerdo con la literatura especializada una dieta modificada para
roedores que tenga un contenido energético del ~60% en grasa.

3. Realizar y analizar pruebas de funcionalidad del islote pancreatico mediante

la dinamica de secrecién de insulina en respuesta a glucosa.

4. Evaluar el proceso de maduracién morfologica del islote pancreatico a través

de la distribucion de sus componentes celulares y cambios histopatoldgicos.
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METODOLOGIA

1. Disefio experimental

Desarrollo y
validacién de

Administracion de | Post-ablactacion
la dieta DAG/DC

Histopatologia

Andlisis de
imagenes

T

Eutanasia

v PTGIP
Muestra |—
sanguinea -
g Secrecion
de
insulina
A
lera etapa:

e Desarrollo, validacion e
implementacion de un modelo DAG.
e Evaluacién funcional.

2. Tipo de estudio

Experimental exploratorio

Pancreatectomia

2da etapa:

e Evaluacién morfoldgica.
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3. Criterios de inclusién/exclusién
Criterios de inclusion:

e Ratones de la cepa Balb/c sanos.
e Sexo indistinto.
e 21 dias de edad (recién destetados).

e Peso homogéneo entre 6y 8 g.
Criterios de exclusion:

e Ratones con un peso inferior a los 6 g.
e Ratones con patologias aparentes durante el experimento que afecte los

niveles de glucemia.

4. Grupos de estudio

En este estudio se utilizd un total de 24 ratones de la cepa Balb/c de 21 dias de
edad recién destetados, sexo indistinto, con un peso promedio inicial entre 6 y 8 g,
los cuales se mantuvieron a una temperatura (23 + 2 ° C) y humedad controlada
(45-55%) con 12 horas de ciclo de luz/oscuridad. Los alimentos y el agua estéril se
proporcionaron ad libitum durante todo el periodo de estudio. Los ratones post-
destete se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos (n=6), que recibieron una
dieta control comercial (DC) y una dieta alta en grasas experimental (DAG) durante

7y 15 dias respectivamente de la siguiente manera:

Tomando el dia 0 como el dia del nacimiento donde comienza la lactancia y el dia
21 postnatal ampliamente reportado como el inicio del destete en roedores® , el
periodo de evaluacion contempl6 dos cortes de tiempo para cada grupo, resultando

en un total de cuatro subgrupos, como se muestra en la Figura 6.

e Grupo DC7: ratones alimentados del dia 21 al dia 27 con dieta control.
e Grupo DAGT7: ratones alimentados del dia 21 al dia 27 con dieta alta en
grasas.

e Grupo DC15: ratones alimentados del dia 28 al dia 34 con dieta control.
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e Grupo DAG15: ratones alimentados del dia 28 al dia 34 con dieta alta en

grasas.

El periodo establecido del dia 21 al dia 34 constituye la etapa de post-ablactacion,

donde el objetivo fue evaluar los cambios ocasionados por el reto metabdlico

Dieta control

(DC)
o o o
P21 P28 P35
| | |
Destete Fin del
estudio
Dieta Alta en

Grasas (DAG)

o
o

aplicado.
A.
DO
|
Lactancia
n=6
B.
DO
|
[
Lactancia
n=6

P21 P28 P35
| | |
[ [ [
Destete Fin del
estudio

Figura 8. Linea de tiempo de los periodos de evaluacion de la Dieta control (A) y la Dieta

alta en grasas (B) en roedores recién destetados. El periodo de 7 dias esta marcado con el

simbolo naranja y amarillo para DC y DAG respectivamente, asi como el periodo de 15 dias

esta marcado como morado y rojo para DC y DAG respectivamente. El fin del estudio esta

marcado por el simbolo verde y rosa para ambos grupos de estudio. El tamafio de la
muestra fue de n=6. DO, Dia 0; P21, postnatal 21; P28, postnatal 28; P35, postnatal 35.
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5. Tamafio de muestra

Se utiliz6 el método de la Ecuacion de Recursos que recomienda que el nimero de
grados de libertad del error para el ANOVA se encuentre entre 10 y 20, para evitar
un uso innecesario de recursos (animales). Tomando el limite superior, en el disefio
experimental que se propuso de dos bloques (Dieta DC, Dieta DAG) con cuatro
tratamientos (Periodo 1, Periodo 2, Periodo 3, Periodo 4) resulta en 20 individuos
totales. Considerando el riesgo de muerte de ~80%, se inicio el experimento con 24

individuos en total, esto es, formando grupos de 6 cada uno.

6. Aspectos bioéticos

Todos los procedimientos que utilizaron animales de experimentacion fueron
aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco AC (Jalisco, México, 2017-007B) y se llevaron a cabo de conformidad con
las especificaciones para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio,
NOM-062-Z00-1999.
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MATERIALES Y METODOS

1. Formulacion de la dieta experimental alta en grasas (DAG).

La dieta experimental alta en grasas fue formulada con base en la composicion de

la dieta comercial Teklad global 18% protein (Envigo) modificando la proporcion de

macronutrientes de acuerdo con los estandares recomendados por el Instituto

Americano de Nutricién para dietas de roedores que soportan el crecimiento durante

los periodos de embarazo, lactancia y post-destete (AIN-93G) Reeves et al.,

(1993). La composicion nutrimental de ambas dietas se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutrimental de las dietas administradas.

Nutrientes (g/Kg)

Dietas

Caseina 202 200
Grasa (aceite de soya) 31.5 45
Grasa (manteca) 238 -

Fibra 50 50
Vitaminas 10 10
Minerales 35 35
Kcallg 4.5 3.1
Proteinas (%) 16.5 24
Carbohidratos (%) 27.4 58
Grasa (%) 56.2 18

La dieta alta en grasas estaba compuesta por un 56.2% de energia en forma de grasa,

27.4% de carbohidratos y un 16.5% de proteina. La dieta control estaba compuesta de 18%

de energia en forma de grasa, 58% de carbohidratos y 24% de proteina. DC, Dieta control;

DAG, Dieta alta en grasas.
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2. Elaboracion de la dieta experimental alta en grasas (DAG).

Los ingredientes utilizados para la preparacion de la dieta experimental alta en
grasas consistieron en 6.2 % p/p de caseina renina grado alimenticio proporcionada
por grupo Lactin (Jal., México), 23.3% p/p de manteca de origen animal (Rochin) y
70% p/p de dieta estandar comercial (Teklad global 18% protein, Envigo), la cual
fue pulverizada en primera instancia con un martillo de bola y posteriormente en un
molino de discos (ONTARIO 200, Pulvex) para homogenizar la muestra, la cual se
acondicion6 1 hora antes del proceso de moldeo con todos los ingredientes,
llevdndola a un nivel de humedad inicial de 35% con el mezclador planetario
(KitchenAid KSM) a una velocidad de rotacion de 100 rpm, agregando el contenido
de agua necesario durante 10 min. Para la formacion de los pellets se utilizd6 un
embutidor disefiado para moldeo con placas intercambiables con 4 orificios de 7.65
mm de diametro. Los comprimidos se secaron en un horno de conveccion mecanica
(Redline Binder RF115) a 45 °C por 20 h ajustando el contenido de humedad final
de 12% para evitar la degradacion de los aminoacidos esenciales presentes en la
dieta segun el protocolo reportado por Rodriguez-Miranda et al. (2014) y se
almacenaron en bolsas de polietileno selladas al vacio en refrigeracion a -4°C hasta
su posterior uso. El diagrama general del proceso de elaboracién de DAG se

muestra en la Figura 5.

3. Caracterizacion fisicoquimica de DAG y DC.

La caracterizacion fisicoquimica para las dos formulaciones requerida para la
validacion de un modelo de dieta alta en grasas se llevé a cabo en dos etapas. La
primera consistid en una determinacion de grasa total (extracto etéreo) por método
Soxhlet con base en la NOM-086-SSA1-1994 (Apéndice Normativo C, Numeral 1)
validado por la Unidad de Estudios Analiticos y Metrolégicos (USAM) de CIATEJ
para los dos tipos de dieta. El procedimiento consistio en transferir 5 gramos de
muestra pulverizada previamente en mortero en un cartucho de papel filtro y se

colocé dentro del extractor Soxhlet cubriéndose la parte superior con algodén. Se
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ajustdé un matraz de bola con cuerpos de ebullicion (llevados previamente a peso
constante por calentamiento a 100-110°C) y posteriormente se afiadié 100 ml de
éter de petréleo. Se hizo circular el agua por el refrigerante y se calentd hasta
obtener una frecuencia de 2 gotas por segundo durante 6 horas. Posteriormente se
evaporo suavemente el contenido del matraz en un rotavapor (Buchi Rotavapor R-
100) a 100°C a peso constante y se realizaron los célculos pertinentes para obtener
el porcentaje de extracto etéreo. La segunda etapa consistié en un Analisis de Peffil
de Textura por puncion (PTP) utilizando un texturémetro (TA.XT Plus100) en donde
los pellets se sometieron a un ciclo de puncion con un cilindro de acero inoxidable
de 1.27 cm de diametro y una distancia de penetracion del 43% con respecto a la
altura original del comprimido, a una velocidad de 0.2 cm/s, con un tiempo de espera
entre ciclos de 5 s. La fuerza de contacto con la muestra fue de 0.05 N. Se calculd
la resistencia inicial a la puncién (pendiente inicial de la curva de puncién durante el
primer ciclo), fuerza de fractura (pico maximo de fuerza en el primer ciclo), distancia
de fractura (distancia recorrida al momento de la fractura) y la pendiente de caida

de fuerza posterior a la fractura.

4. Pruebas de palatabilidad.

Se implementd una prueba de palatablididad con base en el reporte de Hsu C. et al
(2010)%° registrando el peso inicial y el peso final en un grupo de roedores de 2
meses de edad a los cuales se les administré una porcion establecida de DC y DAG
durante 7 dias para conocer el grado de aceptacion de la textura, olor y sabor del

alimento experimental.
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Pellets

Acondicionamiento
23.8% 6.2% 70% 35% Humedad

Moldeado
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Manteca
Caseina
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Empaque al
vacio

Figura 9. Diagrama general de proceso de elaboracion de la Dieta Alta en Grasas. La base
comercial de dieta control se pulveriza en un molino de discos para su posterior
acondicionamiento con manteca y caseina en un mezclador planetario. En seguida la
mezcla se moldea de forma tubular en un embutidor y se somete a secado por conveccion
en un horno a 45°C durante 20 horas para su empaque final.
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5. Ingesta de alimento y peso corporal.

Quince dias de ingesta de alimentos se midi6 diariamente y se calculé un promedio
recolectando y ponderando cuidadosamente el alimento remanente, incluido el
derramado en jaula, y luego restando el resto de los alimentos sobrantes de la
cantidad conocida dada un dia anterior. La ingesta caldrica total (kcal) consumida
por los roedores se calcul6 multiplicando la ingesta de alimento (g) por la
informacion energética (kcal/g) de acuerdo con la composicion nutricional de la DC
y la DAG administrada a los roedores. El peso corporal se midié diariamente a partir
del destete para cada ratén.

6. Prueba oral de tolerancia a glucosa intraperitoneal (PTGIP)

Después de que los ratones habian ayunado durante 10 h al completar el
tratamiento de 7 y 15 dias, se administré por via intraperitoneal una solucién de
glucosa (2,0 g / kg de peso corporal). Los niveles de glucosa en sangre (BG) se
midieron antes de la inyeccion (tiempo 0) y a los 15, 30, 60 y 120 minutos después
de la inyeccion a través de un sangrado de la vena caudal usando un glucémetro
(Accu-Check Performa, Roche, Mannheim, Alemania) como se muestra en la Figura
2A.

7. Eutanasia

Al completar el tratamiento los roedores fueron sacrificados humanamente por
dislocacion cervical deacuerdo a la NOM-062-ZO0-1999. Los animales fueron
desechados de acuerdo con los estandares establecidos por el comité de ética

concerniente.
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8. Pancreatectomia

Para el aislamiento del pancreas se comenzd por embrocar el cuerpo entero del
ratdbn con etanol al 70%. Posterior al procedimiento antiséptico se realizd una
incision en la linea media para realizar una exploracion abdominal. Se retiré el
intestino delgado al lado izquierdo del raton expuesto con ayuda de pinzas
hemostéticas para mostrar el pancreas, se separd suavemente del estbmago y
duodeno para evitar desgarres, siguiendo las secciones de yeyuno e ileon del
intestino delgado hasta llegar al recto. Se exteriorizé el pancreas y el bazo adherido
al tejido y se separaron las conexiones restantes de la cavidad toracica (tejido
conectivo, grasa visceral y el tejido mesentérico del pancreas) con las pinzas para

separar completamente el pancreas del bazo adyacente.

9. Analisis histolégico del pancreas
Las muestras extraidas de pancreas se fijaron con 1 ml de paraformaldehido al 4%
durante 3 dias y se sometieron a un procesamiento de tejido convencional y se
incrustaron en cera de parafina. Se produjeron secciones delgadas (5 uym) y se
tinferon con hematoxilina y eosina (H y E) para visualizar la morfologia. Se
capturaron tres imagenes microscopicas con un aumento de 20x para cada ratén
con Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokio, Japén).

10. Andlisis estadistico
Las diferencias estadisticas se determinaron usando ANOVA seguido de pruebas
de comparacion multiple usando andlisis post hoc LSD. Se consider6 que el valor
de p <0,05 indica significacion estadistica. Todos los analisis estadisticos se
calcularon con Statgraphics Centurion XVI version 16.1.1.11.
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RESULTADOS

1. Contenido de grasa total de la Dieta control (DC) y la Dieta alta en
grasas (DAG).

La comparacion del contenido de grasa de las dos formulaciones dietéticas
diferentes (DAG y DC) determinado por el método Soxhlet (NOM-086-SSA1-1994)
se muestra graficamente en la Figura 10. El contenido lipidico representado como
perfil de extracto etéreo fue mayor en DAG (P<0.005) representando un 32.27% p/p
de grasa total lo que corresponde a un aporte calérico del 56.2% en contraste con
el obtenido en DC, el cual fue de 6.84%.

40 A
30 A

201

Extracto etereo

104

%

Figura 10. Determinacion de grasa total (extracto etéreo) por soxhlet con base en la NOM-
086-SSA1-1994 (Apéndice Normativo C, Numeral 1) validado por la Unidad de Servicios
Analiticos y Metrologicos para las 2 diferentes formulaciones. La barra azul representa la
Dieta control y la barra rosa la Dieta alta en grasa. Los datos se representan como la media
+ error estandar (n=5 para cada grupo). Las diferencias estadisticas se determinaron
usando ANOVA de una via con un 95% de confianza seguido de una prueba de rangos
multiples con el método LSD (Minima diferencia significativa).
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2. Perfil de textura por puncion (PTP) para la Dieta control (DC) y la Dieta
alta en grasas (DAG).

En la Figura 11, se muestran curvas de perfil de textura por puncién para las dos
formulaciones de dieta administradas. Se observé que los pellets presentaron
fractura (pico maximo de fuerza en el primer ciclo), después de la cual la fuerza cae
rapidamente, y los valores de la pendiente de caida de fuerza posteriores a la
fractura, dependen de la concentracién de lipidos. El area del segundo ciclo de
puncion correspondiente a DAG fue 12.5 veces menor que el primer ciclo de puncion

correspondiente a DC, indicando una pérdida en la dureza estructural del pellet.
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Figura 11. Perfil de textura por puncion. A). Curva de perfil de textura por puncién para DC

y DAG. B) Tabla con los valores de dureza representados como gramos fuerza (F).

34



3. Pruebas de palatabilidad

La palatabilidad de un alimento para roedor es indispensable para su correcto
desarrollo y crecimiento fisico. En la Figura 12, se muestra la diferencia entre los
dos grupos. Tras 7 dias de iniciada la dieta, los dos grupos tuvieron el incremento
de peso esperado (p <0.05). De acuerdo con los datos obtenidos en la prueba de
rangos multiples, se formaron 3 grupos homogéneos distintos, por lo que si hay
diferencia significativa (P<0.005) entre el peso corporal inicial y final relacionado con
el tiempo de administracion de ambas formulaciones dietéticas (DC y DAG), lo cual

se traduce a que el alimento si fue palatable para los roedores.
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Figura 12. Ganancia de peso corporal de los ratones bajo las dos diferentes dietas durante
7 dias. Las bandas azules representan a la Dieta Control y las bandas verdes a la Dieta alta
en grasa. Los datos se representan como la media + error estandar (n=5 para cada grupo).
Las diferencias estadisticas se determinaron usando ANOVA de una via con un 95% de
confianza seguido de una prueba de rangos multiples con el método LSD (Minima diferencia

significativa).
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4. Peso corporal e ingesta calorica

El peso corporal al destete fue similar entre los grupos bajo las diferentes dietas a
los 7(9.48 +0.30 g, 8.96 £ 0.30g) y 15 dias (6.1 +0.15 g, 7.81 £ 0.24 g). Los ratones
de los grupos DAG a los 7 y 15 dias de tratamiento aumentaron de peso a tasas
constantes en comparacion con los grupos DC (Figura 13). Especificamente, el
grupo DAG tenia un peso corporal mas alto que el grupo CD en el dia 7 de edad
(P<0.005) (Figura 1A) y en el dia 15 de edad (P<0.005) (Figura 13B). El incremento
de peso entre los grupos DC y DAG se asocia con un aumento en la ingesta diaria
calorica (P<0.005) debido al elevado contenido lipidico entre las diferentes dietas
(Figura 13C, 13D).

5. Respuesta ala glucosa intraperitoneal

Los niveles de glucosa en sangre en los ratones post-destete a los 7 dias bajo la
dieta alta en grasas fue significativamente mayor a los 30 min (P<0.005) y 60 min
(P<0.005) después de la administracién de la glucosa intraperitoneal comparada
con el grupo DC, mostrando un aumento aproximado del 46% (Figura 14A). Por otra
parte, los niveles de glucosa sérica basal (0 min) en los ratones post-destete a los
15 dias bajo la dieta alta en grasas fue significativamente mayor (P<0.005) lo que
indica que los ratones se volvieron hiperglucémicos al final del experimento
comparado con el grupo DC como lo demuestra el nivel de glucosa en sangre
elevado en ayunas en comparaciéon con el grupo DC. Ademas, los niveles de
glucosa a los 30 min (P<0.005) y 120 min (P<0.005) fue significativamente mayor
comparada con el grupo DC (Figura 14B), mostrando un aumento aproximado del
90%.
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Figura 13. Cambio en el peso corporal de los ratones post-destete a los 7 (A) y 15 dias (B)
y la ingesta caldrica a los 7 (C) y 15 dias (D) bajo las diferentes dietas. Las barras de error
indican el error estandar. El tamafio de la muestra fue de n=6 por grupo. * indica P<0.05

entre los grupos. DC, dieta control; DAG, dieta alta en grasas.
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Figura 14. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (A) de los ratones post-destete
a los 7 (B) y 15 dias (C) bajo las diferentes dietas. Las barras de error indican el error
estandar. El tamafio de la muestra fue de n=6 por grupo. * indica P<0.05 entre los grupos.
DC, dieta control; DAG, dieta alta en grasas.
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7 dias

15 dias

1. Histopatologia de tejido pancreatico

Las secciones de los grupos control examinadas a los 7 dias (Figura 15A) y 15 dias
(Figura 15F) se aprecian dentro de los limites considerados normales, sin presentar
alteraciones microscépicas significativas en acinos e islotes. Sin embargo, el grupo
DAG a los 7 dias se observa congestion y edema, con hemorragias interlobulares e
inflamacion interlobular linfocitica (Figura 15B, 15C) ademas de una inflamacion
linfoplasmocitica multifocal (Figura 15D). Por otro lado, las secciones del grupo DAG
alos 15 dias de tratamiento presentan inflamacion neutrofilica y linfocitica intersticial
(Figura 15G, 15H y 151), edemay congestion (Figura 15H) e inflamacién interlobular
linfocitica leve (Figura 151). Estos resultados indican cambios morfoldgicos severos

dentro del tejido pancreatico.
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Figura 15. Cambios histopatologicos de los ratones post-destete a los 7 y 15 dias bajo las

diferentes dietas. Imagenes representativas de las secciones de tejido pancreético tefiildos
con hematoxilina y eosina (H&E) del grupo DC a los 7 dias de tratamiento (A), grupo DAG
a los 7 dias de tratamiento (B), (C) y (D), (F) Grupo DC a los 15 dias de tratamiento, (G),
(H) y (I) Grupo DAG a los 15 dias de tratamiento. La barra indica escala de 100 um.
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Por otra parte, se llevé a cabo un procesamiento semicuantitativo de las alteraciones
encontradas en las muestras de los cuatro subgrupos de estudio, tomando en
cuenta el tiempo de exposicion y tipo de dieta. Se tomd como referencia el Sistema
semicuantitativo de evaluacion histopatolégica de la Norma para la evaluacién
biolégica de dispositivos médicos 1ISO 10993-6 (Tabla 3), con base en el tipo de
respuesta morfologica que se presentd: edema, congestion vascular, infiltracion e

inflamacion linfocitaria/neutrofilica, hemorragia, hiperplasia y dilatacion ductal.

Tabla 3. Sistema semicuantitativo de evaluacion histopatologica.

0

1 2 3 4

Edema Sm_, Minimo Ligero | Moderado | Severo
alteracion

Congestion vascular Sm., Minimo Ligero | Moderado | Severo
alteracion
Inflitracion Sin

(linfocitos/neutrofilos) | alteracion Escasa Ligero | Moderado | Extensiva

Inflamacion Sin Pequefios .
. . - ., Ligero | Moderado | Severo
(linfocitos/neutrdfilos) | alteracion focos
Hemorragias Sm_, Minima Ligera | Moderada | Extensiva
alteracion
Hiperplasia S'n., Ocasional | Ligero | Moderado | Severo
alteracion
Ductos dllz_itados con Sm_, Minima Ligera | Moderada | Extensiva
fluido alteracion

El nivel de puntuacién asignado para cada respuesta morfoldgica se marca como 0, un
tejido sin alteracion; 1, minima alteracion; 2, alteracién ligera; 3, alteraciébn moderada y 4,

alteracién severa.

Bajo las condiciones de este estudio, las muestras de prueba se consideraron bajo

los siguientes rangos:

e Sin alteraciones (0 hasta 2.9)
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e Minima alteracion (300 hasta 8.9)
e Moderada alteracion (9.0 hasta 15.0)

e Severa alteracion (> 15)

En la Tabla 4 se muestran los resultados del enfoque semicuantitativo de las
alteraciones arrojadas por la histopatologia, en donde se observa una notoria
diferencia entre la puntuacion basada en la respuesta de los grupos de la dieta
control (7 y 15 dias) en comparacion con los grupos de la dieta alta en grasas (7 y
15 dias) respectivamente. Los grupos bajo el tratamiento con DC no presentaron
alteraciones en el estudio (puntuacién 0 y 2), por el contrario, los grupos bajo la

exposicion con DAG presentaron una moderada alteracion (11 y 9).

Tabla 4. Andlisis histopatoldgico semicuantitativo.

7 dias | 15dias | 7 dias | 15 dias

Edema 0 1 3 2
Congestion vascular 0 0 2 1
Inflitracion (linfocitos/neutrofilos) 0 0 1 2
Inflamacion

(linfocitos/neutrofilos) 0 0 1 1
Hemorragias 0 0 1 1
Hiperplasia 0 0 0 2
Ductos dilatados con fluido 0 0 3 0
Sub total 0 1 11 9
Total 0 2 11 9

Total por grupo 2 20

Se observan los valores totales por tiempo de exposicién (7 y 15 dias) y por tipo de dieta
(DCy DAG).
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DISCUSION

Las dietas altas en grasas (DAG) en modelos animales, se han utilizado
ampliamente con el fin de comprender la fisiopatologia de diferentes dislipidemias
en distintas etapas del desarrollo. El aumento en la ingesta de lipidos promueve la
lipogénesis de novo y la deposicidn ectopica lipidica en diferentes érganos, que a
su vez, conduce a la resistencia periférica a la insulina, respuesta inflamatoria,

estrés oxidativo crénico y dafio sistémico progresivo®°2,

El presente trabajo permitié establecer y validar un modelo experimental de dieta
modificada alta en grasas a través de métodos gravimétricos como PTP y Shoxlet,
los cuales permitieron formular una dieta con caracteristicas organolépticas
especificas. La DAG fue palatable para los roedores, la cual aporte 56.2% kcal de
grasa como consecuencia de la adicion de acidos grasos saturados presentes en la
manteca de cerdo, principalmente el acido palmitico, el cual se ha demostrado en
estudios previos, tiene un efecto deletéreo en la secrecidon de insulina en respuesta
a glucosa por parte de las células 32693, ademas de ser el acido graso saturado mas
comun en la dieta humana, representando aproximadamente el 65% de los acidos

grasos libres saturados y el 32% de los acidos grasos totales en el suero humano®*.

La importancia de establecer un modelo adecuado de DAG con una proporcién
minima del 30% de energia total en forma de grasa es vital para conducir el
desarrollo de obesidad en un modelo murino, el cual es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de DMT2, segun lo reportado por Hariri, N. et al., (2010)%.

En este estudio, demostramos que la interaccion en una etapa temprana del
desarrollo de los roedores y el tipo de dieta juega un papel crucial en la induccion
de enfermedades metabdlicas como lo reporta Cheng et al., (2017). Ademas, se
reporté que en el periodo post-destete, el metabolismo de glucosa es susceptible
de sufrir alteraciones debido a una desregulacién de la misma, lo que sugiere que
existe una diferencia regulatoria metabdlica inherente, relacionado con el desarrollo

de un fenotipo de obesidad primario en este periodo.
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La administracion de una DAG durante un periodo corto de tiempo a ratones post-
destete propici6 cambios significativos en el aumento de la masa corporal
relacionados con la excesiva ingesta caldrica diaria, lo cual de acuerdo con la
literatura®, este incremente en el aumento de peso es causado principalmente por

la masa grasa.

Los resultados obtenidos indicaron que los ratones alimentados con una DAG
durante 7 y 15 dias post-destete, correspondiente al periodo de post ablactacion,
ventana de tiempo en la cual el pancreas es susceptible a factores externos como
insultos metabdlicos debido al proceso de maduracién postnatal que exhibe,
presentaron una tolerancia a la glucosa severamente deteriorada, en comparacion
con los ratones alimentados con DC, lo que puede provocar un nivel bajo de
sensibilidad a la insulina afectando la funcionalidad normal del metabolismo de la

glucosa a nivel sistémico.

Las células B pancreéticas son mas vulnerables al excedente de lipidos en
comparacion con otras células, y las posibles consecuencias es la reducida
secrecion de insulina en mediada por glucosa y lipoapoptosis®’98, La evidencia
experimental sugiere que los efectos nocivos de los acidos grasos aportados por la
dieta estan mediados a través de metabolitos intracitosélicos derivados de lipidos
no oxidados, ademas de lipidos enddgenos sintentizados a partir del exceso de
glucosa a través de la lipogénesis de novo, como lo plantea el reporte de Ruan J et
al. (2018) %, ademas, el estudio de Koshkin V. et al. (2013) reporta que las células
B pancreaticas son extremadamente susceptibles a la hiperglucemia inducida por el
dafio de ROS generado por lipotoxicidad, ya que presentan bajos niveles de
enzimas que atenlan radicales libres 19, por lo que, el efecto de desarrollo de
hiperglicemia observado en los ensayos de funcionalidad podria sugerir una
correlacion fisiologica del efecto patologico de los lipidos de la formulacion
administrada (lipotoxicidad).

El estudio actual demostré que la ingesta elevada de lipidos proveniente de la dieta
en forma de acido palimitico puede exacerbar la respuesta inflamatoria en el

pancreas, ya que se ha reportado con anterioridad en el trabajo de Horvat P. et al

43



(2015) que los lipidos pueden actuar como moléculas proinflamatorias®t. Los
resultados arrojados por el andlisis histopatolégico demuestra una alteracion
moderada en el tejido pancreatico relacionado principalmente con infiltracion tanto
de leucocitos como de neutrdfilos, en comparacién con el tejido bajo la dieta control,
lo cual resulta sumamente relevante ya que la literatura reporta que la infiltracion de
células inflamatorias principalmente en tejido adiposo, pancreas e higado es un

aspecto clave para el desarrollo de la resistencia a la insulina©2,

Ademas, los cambios observados concuerdan con el trabajo previo de Gregorio et
al., (2013) en donde reportan modificaciones pancreaticas morfolégicas en la
descendencia de roedores expuestos a una dieta materna alta en grasas referente
a hipertrofia de islotes y adipocitos, asi como un aumento en la masa corporal por
la excesiva ingesta calérica y cambios funcionales relacionados con

hiperinsulinemia y aumentos de porcentaje de glucosa en sangre!®s,
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CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo fue analizar los cambios provocados por la administracion
de una dieta modificada alta en grasas durante el periodo post-ablactacién sobre la
maduracion morfologica y funcional del islote pancreatico. Para lograr este objetivo,
se formulé una dieta para roedores, la cual fue palatable y cumplié con las
caracteristicas necesarias para llevar a cabo el estudio. Tras un periodo corto de 7
y 15 dias, la ingestion de la dieta alta en grasas provocé la desregulacién de glucosa
via intraperitoneal, el aumento de peso y alteraciones histopatologicas. Estos
resultados corroboran que la exposicion de una dieta alta en grasas en ratones en
un periodo corto después del destete es suficiente para causar cambios
relacionados con la citoarquitectura y la funcionalidad del islote pancreatico. En este
sentido, se concluye que los insultos nutricionales durante la primera infancia

podrian generar efectos perjudiciales en la morfologia y fisiologia del organismo.

Sin embargo, hace falta profundizar en los mecanismos fisiolégicos, morfol6gicos y
moleculares, involucrados en el desarrollo funcional del pancreas y el reto
metabdlico presente en el periodo post-ablactacion, asi como largos periodos de

tiempo.
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