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RESUMEN

ANTECEDENTES. Estudios e pidemioldgicos y m odelos animales han d emostrado que una
restriccion proteica materna durante etapas tempranas del desarrollo puede traducirse en la
aparicion de enfermedades cronicas como la diabetes en la edad adulta. La programacion
del pancreas fetal endocrino puede ser mediada a través de modificaciones en la expresion
génica resultado de un medio ambiente intrauterino alterado. Recientemente se expuso que
bajo una restriccion proteica materna se promueve la diferenciacion a t ravés de la sobre
regulacion de factores de transcripcion como Hnf4o, Pdxl, Isl1, Rfx6 e Ins a expensas de la
proliferacion del islote pancreatico, sugiriendo que la disminucion en la disponibilidad de
aminoacidos regula su expresion, afectando la estructura y actividad secretora del pancreas.
Sin embargo, se desconoce si estas alteraciones se mantienen al término de la maduracién
del pancreas enddcrino (P28) y cudl es su influencia en las etapas posteriores del desarrollo
y su relacion funcional en la vida adulta (P90). El estudio de estos factores pancreaticos que
son m odificados dur ante periodos tempranos del crecimiento y que tienen i mplicaciones
funcionales en1a vida postnatal r esulta f undamental para comprender los me canismos
moleculares de programacion en el desarrollo que conducen a la aparicion de diabetes en el

adulto.

OBJETIVO. Evaluar el efectod el ar estriccion p roteica materna s obre | a ex presion de
Hnf4o, Pdxl, Isll, Rfx6 e Ins al término de la maduracion funcional del pancreas enddcrino
(P28) y en la adultez-temprana (P90) de crias macho, asi como, las alteraciones funcionales

en islotes pancreaticos y en la tolerancia a la glucosa.

METODOLOGIA. Ratas hembras de la cepa Wistar fueron alimentadas con dieta restringida
en proteinas (R, 6%) y control (C, 20% ) durante gestacion y/o maduracion funcional del
pancreas (P28), mas dieta chow (c) hasta el dia 90 (P90), generando 8 grupos: CC, CR, RC
y RRenP28 y CCc, CRc, RCc y RRc en P90 (1% letra gestacion, 2* lactancia, 3% post

lactancia). Se aislaron islotes pancreaticos de todos los grupos mencionados y se analizo la

-11-
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expresion génica de Hnf4a, Pdxl, Isll, Rfx6 e Ins por RT-PCR. A demas, se hicieron las
determinaciones bi oquimicas y hor monales e n s uero, € nsayos de s ecrecion de insulina
estimulada por glucosa a partir de los islotes aislados en P28 y un ensayo de tolerancia a la

glucosa en P90.

RESULTADOS. Al té rmino d e la ma duracion del péancreas e ndocrino (P28) la restriccion
proteica postnatal (CR) disminuy6 la expresion de Pdx/ y aumentod Ins, ademds conlleva a
una reduccion de la secrecion de insulina estimulada por glucosa al ser estimulado con K.
En la restriccion proteica prenatal (RC) la expresion de Pdx/ estd regulada negativamente,
aunada a una hiper respuesta y a una disminucion en la secrecion de insulina estimulada por
glucosa, bajo altas concentraciones de glucosa y K respectivamente. Por otro lado, cuando
la restriccion proteica es pre y postnatal (RR) la expresion de Hnf4o se incrementa, en tanto
que la secrecion de insulina estimulada por glucosa disminuye ante altas concentraciones de
K.

En la edad adulta temprana (P90) después de una normalizacion de la dieta en el grupo CRe
la expresion de Is// aumenta aunado a un incremento en la sensibilidad a 1a insulina pero
manteniendo la tolerancia a la glucosa. En el grupo RCc la expresion de Ins se incrementa,
pero la tolerancia a la glucosa de estas crias tiende a disminuir. Mientras, que en el grupo
RRc no se producen cambios significativos en la expresion de los genes estudiados, si hay

indicios de intolerancia a la glucosa y una sensibilidad alta a la insulina.

CONCLUSION. Los hallazgos del presente e studio de muestran que la expresion de Hnf4a,
Rfx6, Pdxl, Isll e I ns fue modificada por u nar estriccion pr oteica severa en et apas
perinatales llevando a al teraciones en la secrecion de insulina en el islote al finalizar su

maduracion y a una tolerancia alterada de la glucosa en la edad adulta temprana.

-12-
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1.ANTECEDENTES

1.1. Programacion en el desarrollo y diabetes tipo 2

El d esarrollo fetal es un proceso que d epende del genotipo y e pigenotipo del feto,la
nutricion m aterna, | a di sponibilidad de nut rientes, e 1 oxi genoe ne 1f eto, | osr etos
intrauterinos y una gran variedad de factores de crecimiento y proteinas de origen materno
y fetal/placentario "?. La programacién en el desarrollo ocurre porque el tejido y sistemas
del cuerpo pasan por una ventana o punto critico. Una ventana critica es definida como un
periodo de cambios importantes tanto estructurales como funcionales que se dan durante el
crecimiento y desarrollo normal de un 6rgano durante la vida fetal y la infancia. Una falla
en e 1 de sarrollo du rante e stos pe riodos como r esultado de i nfluencias a mbientales
suboptimas ¢ ambian pe rmanentemente | a e structura y f uncién de 1 ¢ uerpo, de jando un
desbalance en la edad adulta ®*.

La d istribucion r elativa d e n utrientes en tre | a madre, 1 a p lacenta y el fetoes en p arte
responsable de la regulacion y la expresion fenotipica de crecimiento fetal. La variacion en
la calidad o cantidad de los nutrientes consumidos durante el embarazo puede tener efectos
permanentes y de gran alcance sobre el feto en desarrollo ®),

Los periodos embrionarios y postnatal temprano implican diversos procesos de desarrollo
que a fectan pe rmanentemente e 1 de sarrollo de organos, 1a e structura y m etabolismo, a si
como la diferenciacion celular y la organogénesis . La "hipétesis del fenotipo ahorrador”
propone que existe una respuesta adaptativa para optimizar el crecimiento de los 6rganos
vitales a co sta de los 6rganos periféricos ante un medio ambiente adverso en estas etapas;
por lo que los pesos del higado, rifiones y pancreas se reducen, pero el cerebro se resguarda
™

Modelos animales y estudios epidemioldgicos en humanos sugieren que factores genéticos
y ambientales durante el embarazo y la vida postnatal temprana, contribuyen al desarrollo

de intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 en la edad adulta ®9)

-13-
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Varias formas desnutricion pueden ocurrir durante diferentes periodos del desarrollo, tales

como la restriccion calorica y/o proteica (19 14 ligadura de la arteria uterina (D 1a diabetes

gestacional '?, la exposicion excesiva del feto a glucocorticoides !

14

y las dietas altas en

grasa

1.2. Desnutricion y restriccion proteica materna

La desnutricidn cronica de las madres embarazadas es comun en los paises en desarrollo
por las malas condiciones socioecondmicas, que pueden perjudicar el desarrollo del feto, lo
que trae consigo deterioro del metabolismo de la glucosa y la aparicion de diabetes en la
descendencia ). Para investigar los efectos de la desnutricion sobre el desarrollo fetal, los
investigadores ha n ut ilizado da tos ¢ linicos hi stéricos y epidemiologicos obt enidos e n
tiempos de guerra o hambruna. Una oportunidad Unica para estudiar la relevancia de estos
hallazgos historicos se presentd en los individuos que estuvieron expuestos prenatalmente a
la hambruna durante el periodo conocido como invierno hambriento holandés (Invierno de
la segunda guerra mundial, 1944-1945) 19 Durante este periodo, la poblacion holandesa se
sometio a r aciones reducidas de alimentos, gradualmente a p artir de 1800 kcal a 4 00-800
kcalen el picodelahambruna. A 1olargode este episodio, 1 as m ujeres em barazadas
recibieron un a r acion a dicional e n un i ntento de ¢ ompensar 1 a falta de nut rientes que
consistié en ve rduras yt ubérculos (principalmente p apas) 7. E ste pe riodode 1 a
desnutricién m aterna r esultd en crias con b ajo p eso al nacer y tolerancia al terada ala
glucosa, lo que los hacia propensos a desarrollar diabetes y obesidad a la edad de 50 afios,
en comparacion con las personas cuyo periodo en el ttero se habia producido ya sea el afio
anterior o pos terior de 1a hambruna "%, E stos datos pr oporcionan a poyo empirico a la
hipotesis de que las condiciones ambientales tempranas de 1a vida pueden causar cambios
epigenéticos enl os s eres hum anos que pe rsisten dur ante t odas u vida 5 Hasido
demostrado que el niimero de células B productoras de insulina y la cantidad de tejido

. . , .. . . 1
endocrino esta reducido en el pancreas de fetos humanos con un crecimiento restringido
19)
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Los mo delos animales de la restriccion d el ¢ recimiento in trauterino (IUGR) juegan un
papel critico en la construccion de nue stra ¢ omprension de 1a pr ogramacion dur ante el
desarrollo de 1as c ¢lulas B. U na di eta nor mal dur ante el e mbarazo en r oedores debe
contener un 20% de proteinas, el modelo de restriccion proteica se asocia a una dietade
igual v alor en ergético que co nsisteen 6 % (severa aunterciod er estriccion)al 0%
(moderada a media restriccion) de proteinas @9 1 a dieta restringida es compensada por la
adicion de carbohidratos en forma de almidon de maiz V. S¢lo se ha demostrado que una
dieta m aterna r estringida en p roteinas s evera d a lugar a u na r espuesta p erjudicial en la
descendencia masculina y femenina @,

La induccion experimental de la restriccion del crecimiento intrauterino en la rata y raton es
promovido por la restriccion de proteinas, que por lo general reduce el crecimiento fetal,
por tanto, bajo peso al nacimiento en roedores *?. Estos cambios resultan en alteraciones
que inducen adaptaciones deficientes del pancreas endocrino, un retraso en el desarrollo de
las células B y una secrecion reducida de insulina. El modelo restriccion proteica durante el
crecimiento es el mejor caracterizado y el mas ampliamente estudiado de todos los modelos
nutricionales en animales para ev aluar 1a programacion fetal y p ostnatal temprana de las
células B pancreaticas asociado a la susceptibilidad de desarrollar diabetes en la vida adulta.
Cuando el modelo de dieta restringida se maneja desde el momento de la concepcion en la
rata, | an eogénesisn o se v e af ectada por Pdx/ y Ngn3, genes que participan enl a
regulacion de la especificacion y diferenciacion de las células B pancreaticas, siendo similar
en el grupo control. S in e mbargo, en el periodo e mbrionario E15 y E21, lamasa y el
numero de células B se reducen. La reduccion es mas pronunciada si una dieta fetal baja en
proteinas se aplica durante la iltima semana de embarazo, que se caracteriza por presentar
la mas alta actividad proliferativa de las células B en el feto, durante la cual comienzan a

regular s u pr opia hom eostasis de 1a g lucosa @23, 249)

. Lar estriccion d e p roteinas act tia
mediante | a al teracion d e l ar eplicaciéon d e 1 as células B durante laultimaetapadela
gestacion sin alterar la diferenciacion de las mismas, aunque retos causados por la dieta en
la g estacion t emprana, i ntermedia o t ardia resulta en u na d eficienciar elativad e estas

células tras el nacimiento > 29,
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Cuando u na d ieta n ormal s e r estaura i nmediatamente d espués d el n acimiento, 1 ar ed
vascular en el pancreas endocrino parece recuperarse en la edad adulta, sin embargo, las
células B no serecuperan. Por otra parte, lamasadelas células o y f se mantiene sin
cambios en los animales restringidos en comparacion con los controles. La restriccion de
proteinas reduce el area de células B en los islotes y hace que se formen irregularmente en

animales r ecién d estetados @7 ¥

. La de scendencia pr oducida ba jo condiciones de ba jo
contenido de proteinas también muestra la distribucion inadecuada de células dentro del
islote, y la locacion central de las células o es perturbado por la infiltracion de las células 3
enel nacimiento yel destete,] ocu als eo bservat ipicamente en m odelos an imales
diabéticos 7.

Por otra parte, estas adaptaciones durante ventanas criticas del desarrollo pueden programar
permanentemente la masa de células B y al metabolismo fetal para mejorar las posibilidades
de supervivencia del feto. S in e mbargo, e sta ve ntaja s e c onvierte e n p erjudicial p ara el
individuo pr ogramado/descendencia ¢ uando s e e ncuentre ¢ on a bundancia nut ricional
posteriormente ©”. D el mismo modo, 1a recuperacion con una di eta normal de spués del
nacimiento r estaura el p eso en el adulto ( catch-up) p ero n o mejora l a i nsuficienciad e
insulina ®". P or1o tanto, 1 os e fectos a dversos de 1a r apida r ecuperacion pos tnatal de 1
crecimiento pueden dar lugar al desarrollo de un estado de sobrepeso y obesidad en la vida
adulta.

La susceptibilidad a desarrollar diabetes en la etapa adulta puede ser mediada a través de la
programacion de | pancreas e ndocrino fetal d ebido a 1as m odificaciones en 1l a e xpresion

génica fetal resultado de un medio ambiente intrauterino alterado (32),

1.3. Diabetes

La diabetes ocurre como consecuencia de la alteracién de la homeostasis de la glucosa. Se
define co mo un co njunto d e en fermedades m etabdlicas ca racterizado por hi perglucemia
cronica, en el cual se presentan alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos, y
proteinas c omo c onsecuencia de una s ecrecion y/o accion de ficiente de 1a insulina. Los

individuos con diabetes presentan a largo plazo disfuncion de varios 6rganos (0jos, rifiones,
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nervios, corazon, y vasos sanguineos) 43, La diabetes tiene una alta prevalencia mundial,
aproximadamente de 346 millones de personas. Se estima que mas del 80% de las muertes

asociadas a diabetes ocurren en paises en vias de desarrollo y que éstas se duplicaran en el
2030 ©Y.
El diagnostico de diabetes puede establecerse a partir de uno de los siguientes criterios

1. Sintomas de di abetes ( poliuria, pol idipsia y pé rdida de pe so i nexplicable) y una
concentracion plasmatica de glucosa casual > 200 mg/dL.

2. Concentracion de glucosa plasmatica > 126 mg/dL en ayuno.

3. Concentracion de glucosa plasmatica > 200 mg/dL 2 h después de la ingesta de una
carga de glucosa oral (75 g de glucosa anhidra disuelta en agua) durante una prueba
de tolerancia a la glucosa.

La gran mayoria de los casos de diabetes se clasifican en dos categorias etiopatogénicas:
diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 1 se caracteriza por una deficiencia total en la secrecion de insulina, la cual
se debe a la destruccion autoinmune de las células B pancreaticas. Mientras, la diabetes tipo
2 tiene resistencia a la insulina y una secrecién deficiente de esta hormona ©®. Definiendo a
lar esistencia alainsulinacomolaincapacidad d e esta ho rmona paraincrementarla
captacion de glucosa y su utilizacion en un i ndividuo en comparaciéon con una poblacion
normal ©7.

La diabetes tipo 2 es la mas comun (90-95%), en tanto que la diabetes tipo 1 tiene una
prevalencia de 5-10%. En México, la diabetes estd considerada como una de las principales
causas de muerte ®®. En el 2012, 1 a prevalencia de diabetes tipo 2 en adultos mexicanos
entre 20 y 69 afios fue de 9.2% (6.4 millones de personas) 38,

Existen f actores g enéticos ( variaciones en | as ecuencia g énica) y ambientales q ue
incrementan el riesgo a desarrollar diabetes tipo 2. Entre los factores ambientales destacan
una dieta alta en carbohidratos y lipidos 39 1a obesidad, el sedentarismo “?, y el bajo peso

al nacer “,
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1.4. Anatomia y funcion del pancreas

El pancreas es una glandula mixta formada por tejido endocrino y exocrino. La dmpula de
Viéter conecta al pancreas con el duodeno, donde también el conducto pancreatico principal
o conducto de Winsurg se une con el conducto pancreatico biliar. En el humano consta de
cuatro s ecciones d enominadas cab eza, cu ello, c uerpo ycolaquevan desdelar egion
proximal hasta la distal, figura 1A .

El t ejido ex ocrino co nstituye al rededord el 9 5% d el p ancreas y esta f ormado p or

agrupaciones de células de secrecion enzimatica que se denominan acinos, figura 1B, 1C.

A Vesicula biliar

Conducto biliar Cola del
l_ comin pancreas
& Esfinter
pilérico

Pancreas

Cabezadel
pancreas

_ Islote de
Langerhans ___Acinos
= pancreaticos

Célula

Figura 1. Anatomia del pancreas: A) region proximal a distal del pancreas: cabeza, cuerpo y cola; B)
pancreas exocrino formado por acinos y conductos; C) células acinares y de conductos; D) islote

pancreatico (células endocrinas) rodeado de tejido exocrino. Modificado de Bardeesy y DePincho, 2002.
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Los acinos tienen una forma piramidal y los nticleos se encuentran en la parte basal de las
células. Entre las enzimas digestivas que se producen estan las proteasas, amilasas, lipasas
y nucleasas, las cuales son transportadas al intestino a t ravés de células que se organizan
para f ormar u ns istema r amificado d e co nductos, cu yas cél ulas afiaden m ucosa y
bicarbonato a la mezcla de enzimas ***%.

El t ejido e ndocrino ( 1-2% d el p dncreas) s intetiza y s ecreta h ormonas al a ci rculacion
sistémica, entre sus funciones esté la de regular la homeostasis de la glucosa en sangre. Esta
formado por 5 tipos celulares productores de hormonas (tabla 1) organizadas en estructuras
llamadas islotes pancreaticos los cuales estan distribuidos a través del tejido exocrino > *9,
figura 1D. La composicion de células en 1 os islotes varia de pendiendo de laregion del
pancreas y de la especie. Los islotes estdn formados principalmente por células B (50-80%
de células totales), las células a constituyen el 20%-40%, mientras que las células 6, PPy ¢
estan en una menor proporcion “”*®. El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en
sangre de pende, e n gran m edida, de 1a a ccidon de 1as hor monas pa ncredticas i nsulina y
glucagon. Ademas del tejido glandular e xocrino y endocrino, el pancreas tiene un f lujo
importante d e s angre arterial, u nex tensod renajel infatico yv ariasi nervaciones

parasimpaticas “?.

Tabla 1. Tipos celulares que forman el islote pancreatico y las hormonas que producen.

Tipo celular Hormona sintetizada Funcion
o Glucagoén Hiperglucemiante
B Insulina Hipoglucemiante y anabolica
PP Polipéptido pancreatico Regula procesos digestivos

_ Regula motilidad gastrica y
) Somatostatina ) o )
secrecion endocrina intestinal

; Regulacion del peso corporal y la
€ Grelina ) -
ingesta (efecto orexigénico)
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1.5. Desarrollo del pancreas

El desarrollo de un individuo inicia con el establecimiento del cigoto como consecuencia de
la fecundacion. La segmentacion y la gastrulacion son periodos criticos que ocurren entre la
fecundacion y la formacion de un 6rgano “9 Enla segmentacion, el cigoto se divide varias
veces, formandose el blastdmero. Durante la gastrulacion, estas células se reorganizan para
formar un e mbrion t rilaminar. Las ¢ élulas qu e f orman | os 6r ganos mesodérmicos y
endodérmicos son llevadas hacia el interior del embrion. Mientras que aquellas que forman
la e pidermis y el sistema n ervioso c entral s ¢ extienden s obre | a s uperficie ex terior. A 1
término d e esta et apa se d istinguen t res capas g erminales: ectodermo, en dodermo y
mesodermo “*°?. Cuando la capa mas interna del embrion (endodermo) se cierra, forma el
intestino p rimitivo, a partir del cual s e originaran el e s6fago, estobmago, i ntestino y I as
glandulas di gestivas. E 1 i ntestino s e r egionaliza e n 1 ntestino a nterior, m edio y pos terior,
mediante la expresion de genes especificos e interacciones entre el epitelio endodérmico y
el mesénquima que lo rodea ).

El d esarrollo d el p ancreas co nsiste en t res et apas p rincipales d enominadas t ransicién

primaria, secundaria y terciaria.

1.5.1. Transicion primaria

La formacion del pancreas inicia con la induccion de dos primordios: dorsal (PD) y ventral
(PV), los cuales provienen del epitelio del intestino anterior y convergen para formar un
solo 6rgano, figura 2. En el raton, la generacion de los primordios que formaran las yemas
pancredticas dor sal y v entral oc urre e nl os di as e mbrionarios 8.5 -9.5. ( E8.5-E9.5).
Posteriormente, en el E 10.5, e1 e pitelio pa rcialmente di ferenciado en 1 as dos yemas, se
ramifican pa ra generar un arbol de c onductos c onstituido por células epiteliales y en el
E12.5, ya se identifican las yemas pancreaticas dorsal y ventral ©'>%.

Los primordios pancreaticos se desarrollan en respuesta a sefiales de tejidos mesodérmicos

adyacentes: la notocorda, la aorta y el mesodermo cardiogénico ©”. La yema pancreatica

dorsal se desarrolla cerca de 1a notocorda. Poco después, la notocorda es desplazada por el
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mesénquima esplacnico, el cual forma la aorta. E1 desarrollo del primordio ventral ocurre

cerca del epitelio que dard origen al higado y conducto biliar. Dicho epitelio se forma en la

cara ventral del intestino anterior * >,

Tubo Yemas Epitelio no Epitelio Pancreas
Intestinal  pancreéticas diferenciado diferenciado desarrollado Islote de
Células Grupos de Langerhans
Pdx-1 Pdx-1 enddcrinas) células de islote

PD

PD PV PV
Epitelio %
]
%ex o

Pifla Ptf1a /

HAtE Progenitor
Hnf3p(Foxa2) sl _; Péncreas
Sox17 s Nan3 .,l 5. v
Isi1 enddcrinas gn. Rotacién exocrino
Hixb9) Lrh1 Beta2
Hex Hes1 Pax4
Mist1 Pax6
Nkx 2.2
Nkx 6.1
ES E9.5 E12.5 E15 E19
Primera transicion Segunda transicién  Tercera transicién

Figura 2. Desarrollo del pancreas en roedores. Dia embrionario (E); Primordio/Yema ventral (PV);
primordio/yema dorsal (PD). Los factores de transcripcion representativos durante la programaciéon

del desarrollo se muestran en azul. Modificado de Habener y cols., 2005.

Lap rimera célula endocrinad etectada en elp éancreas ex presa glucagén ( E9.5).

Subsecuentemente las células coexpresan glucagén e insulina, siendo estos precursores de

las células a y B >4,

1.5.2. Transicion secundaria

En la segunda etapa de transicion (E13.5-E15.5), las yemas ventral y dorsal giran debido a
la r otacidon d el in testino y s e fusionan. L as cél ulas progenitoras en docrinas mig ran al
mesénquima adyacente y forman agregados celulares, mientras que las células exocrinas se

organizan en acinos. Las células endocrinas se encuentran en forma individual adyacentes a
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los c onductos. Enel E16, las c¢lulas e nddcrinas ¢c omienzan a or ganizarse e n ¢ onjuntos
parecidos a islotes. Los islotes se forman al término de la gestacion en E18 y E19 G133 Ep
esta et apa, | as ¢ ¢lulas endocrinas y exocrinas t ienen u na alta act ividad p roliferativa,
aumentando asi su masa >,

En humanos, el proceso de evaginacion es observado a las 10 semanas de gestacion, y la
fase primaria del desarrollo del islote ocurre durante el segundo trimestre, la remodelacion

ocurre entre la etapa tardia de la gestacion y la etapa temprana de la infancia ©®.

1.5.3. Transicion terciaria

Enlaterceratransicion d el p dncreas s e 1 leva a cab o unar emodelacion y m aduracién
durante las siguientes 2 a 3 semanas posteriores al nacimiento. Las células 3 de los roedores
tienen una actividad secretora inmadura caracterizada por una sensibilidad disminuida a la
glucosa y una secrecion reducida de insulina. La maduracion de la funcion de las células
(aumento de la secrecion de insulina en respuesta al incremento en la concentracion de
glucosa) ocurre en los primeros dias de vida postnatal en el raton y al final del primer mes
en la rata “7-°7.

En el feto humano, las células B exhiben una secrecion de insulina robusta en respuesta a

secretagogos d e i nsulina ©¥.

Sin e mbargo, e nr oedores, | as ¢ ¢élulas [ inicianas er
responsivas cerca del término de la gestacion, pero 1a respuesta no e s robusta hasta una
semana después del nacimiento ®”. Alnacimiento, el arreglo de células endocrinas en el
islote parece ser el mismo que en el animal adulto, mientras el tamafio de la poblacion total
continua incrementandose después del nacimiento. Para las poblaciones de células a y B, un
periodo ad icional d e crecimiento acel erado o curre en treel d ia4 y 10 p ostnatal, el

crecimiento continua hasta el dia 28 debido al incremento de la demanda fisioldgica sobre
la produccion de insulina “n,

La masa total de células 3 es un factor critico en la regulacion de la homeostasis de glucosa
y la morfologia del islote y es el resultado del equilibrio entre los cambios dindmicos del
crecimiento de nuevas cé¢lulas y pérdida de las células viejas 60 La expansion de la masa

de c¢l ulas B en an imales adultos ¢ ontinua, s in € mbargo, s u h abilidad r egenerativa
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disminuye con la edad. Se ha postulado que la regeneracion de la célula B se da a través de
3 posibles mecanismos: proliferacion de células B prexistentes, neogénesis de progenitores
adultos 1 ndefinidos o ¢ ¢élulas t roncales, y t ransdiferenciacion de células d iferenciales
terminales, particularmente e n asociacion con c ondiciones ¢ omo obe sidad y embarazo, a
pesar de las variaciones en la demanda d e insulina debido a que el estado fisiologico y

patologico desembocan en el incremento de los niveles de insulina en el cuerpo.
1.6. Expresion génica como mecanismo de programacion pancreatica

La diferenciacion de los distintos tipos celulares endocrinos y exocrinos que conforman el

pancreas resulta de 1a activacion or denada y represion de genes que s on r egulados por

factores transcripcionales especificos del tejido pancreatico, figura 3 1),

NiH
I,

Endodermo
intestino

anterior

NeuroD

ESPECIFICACION CRECIMIENTO DIFERENCIACION e;"‘
Figura 3. Factores de transcripcion involucrados en el desarrollo del pancreas.

La programacion de las células B por una restriccion proteica materna refleja la expresion
alterada d e genes cl ave q ue co ntrolan d iversas et apas d e d esarrollo d el p ancreas yla
funcion de células f maduras

. La dieta con una restriccion proteica moderada es la mejor caracterizada, donde los genes
como [Ins, SIc2A2, Ngn3, Pdxl, Hnf6, Hnfl, Nkx6, Pax4 y Pax6 se han estudiado en las
etapas embrionarias y postnatales, tabla 2. Arantes y cols., estudiaron la expresion de Pdx/

en un m odelo de restriccion proteica al 6% en el dia postnatal 28 (P28) “®. En estudios
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previos realizados por nuestro grupo de trabajo se demostrd que una restriccion proteica al
6% promueve |l ad iferenciacionat ravésd el a regulacion positivad e f actoresd e
transcripcion (Hnf4a, Hnflo, Pdxl, Isll, Rfx6, Slc2A2 e Ins) a expensas de la proliferacion
(63)

Variaciones en | as ecuencia génicad e estos f actores t ranscripcionales p ueden cau sar
diabetes en humanos, de igual forma, es probable que cambios en su expresion contribuyan
a la programacion del desarrollo de las células B debido a que son cruciales para su
adecuado desarrollo y funcion “* %% A continuacion se describe 1a funcién de algunos
factores de transcripcion involucrados en el cambio de proliferacion a diferenciacion en el

modelo de restriccion proteica y su interaccion en etapas tempranas del desarrollo, figura 4.

Ins

Figura 4. Interaccion de los genes estudiados en etapas tempranas del desarrollo.
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Tabla 2. Variaciones en la expresion de algunos genes en el modelo de restriccion proteica.

Cambios de Restriccion
Gen Edad Referencia
expresion proteica
IGF-IT i} E19.5-P21 8% (28)
Ins i
P1

Slc2A2 1 P2I(RR) 8% (25)
Pdx1 =
Ngn3 = El5
Pdx1 = E21
Foxa2 =
Hnflb
Hnfla
Hnf4a
Pdx1
Rfx6
Neurodl
Isl1 1
Pax4
Nkx6-1 =

8% (23)

- = - — |

P21(RR) 6% (63)

Ins =
Slc2A2 1
Kenjll =

Pdx1 P28 6% (62)

Pdx1 =
Hnfo6 =
Hnfl1 =
Ngn3 =
Nkx6 = E21.5 8% (67)
Pax4 =
Pax6 =
Ins =

Slc2A2 =

“1” indica una disminuciéon, mientras que “1” representa un aumento y el signo “=" indica que no

hubo variacién con respecto al control.
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PDX1/IPF-1

El factor de transcripcion pancreatico duodenal homeobox-1 (PDX1) es conocido como un
marcador es pecifico en et apas t empranas d el en dodermo p ancreatico enel raton y en
humanos. La e xpresion de Pdx/ es de tectable en | os primordios ventral ydorsalenel
embrion de r atén i niciandoe nE 8.5 y E 9r espectivamente ye s requerido pa ra el

crecimientod e 1 a yema v entral ©”

. Las c ¢lulas q ue ex presan Pdx/ representan | os
progenitores de todos los tipos celulares pancreaticos maduros, incluyendo células ductales,
exocrinas y endocrinas. Las células que expresan Pdx/ entre E9.5 y E11.5 conducen a tres
linajes celulares pancreaticos. Sin embargo, las células que expresan Pdx/ en E8.5, E12.5,
o después, dan lugar solo a células acinares y endocrinas, pero no ¢ élulas ductales ©%. Al
comienzo de la segunda transicion PDX1 permanece restringido a células  (E18.5), donde

activa la expresion génica de Insulina. También se expresa en células PP ' %),

HNF4o

El factor nuclear hepatico 4 alfa (HNF4a) es un receptor nuclear de esteroides que juegan
un papel en el desarrollo y diferenciacion de células B. En el raton, el gen Hnf4a es
expresado primero en el endodermo primario a E4.5 pero e sté restringido al endodermo
visceral de E5.5 a E8.5. Posteriormente, la expresion de Hnf4a es evidente en el desarrollo
y en el pancreas adulto. HNF4a es responsable de la regulacion de genes participantes en
los procesos ¢ omo s ecrecion de insulina en hu manos a dultos ”. Hnfla es el principal
regulador de Hnf4a. E stos dos genes s on independientes y la a ctivacion reciproca e ntre

ellos puede servir para mantener su actividad en un estado estable 63),
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ISL1

El genislet 1 (ISL1) es un factor homeodominio miembro de la familia de proteinas que
contienen dominio LIM. Is// es requerido para la formacion del mesénquima de la yema
pancreatica dorsal al E9.0 en el embridn del raton y no esta expresado en el mesénquima
ventral, t ambién es r equerido pa ra |l a di ferenciacion de 1 epitelio pa ncreatico dor sal de
células endocrinas. Is/] estd expresado en todas las células productoras de hormonas del

islote pancreatico ®" .

RFX6

El f actor regulador X -6 (RFX6) se ex presaen | asc élulas d el en dodermo durante e |
desarrollo temprano y posteriormente, su expresion se restringe a las cédulas pancreaticas y
del intestino. En el pancreas la transcripcion de Rfx6 es activada por el gen proendrécrino
Neurog3 (neurogenina 3) en las células progenitoras endocrinas y se expresan en todos los
tipos celulares de los islotes adultos. Rfx6 es esencial para la diferenciacion de las células o
y B. Ademas este factor regula la expresion de Irx2, Arx, Pax6, M afa, Neurodl, Pdxl y
Pax4 7.
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2.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Modelos a nimales y estudios e pidemiologicos e n hum anos ha n m ostrado que factores
genéticos y am bientales ad versos d urante el e mbarazo y 1 a vi da pos tnatal t emprana
contribuyen al desarrollo de intolerancia a la glucosa, resistencia al a insulina 'y diabetes
tipo 2 en la edad adulta.

Hay ev idencia q ue demuestra que e nl a restriccion p roteica s evera s e p romueve | a
desregulacion de factores de t ranscripcion ¢ omo Hnf4a, P dx1, I sl1, R fx6 e Ins que
estimulan la diferenciacion a expensas de la proliferacion, resultando en un decremento de
la reserva de células B al término de lal actancia, el cu al p uede co ntribuirau na
predisposicion a diabetes tipo 2 en la vida adulta.

México, como en otros paises en desarrollo tienen una alta prevalencia de diabetes que se
ha relacionado a un ba jo peso enelnacimiento y enla e dad infantil. E1c onsumo de
proteinas en estos paises con bajos recursos es limitado o escaso.

El es tudio d e f actores pancreaticos es enciales para | a funcidon en docrina al finalizar la
maduracion del p ancreas yen 1 aet apa ad ultaes f undamental p ara co mprender | os
mecanismos moleculares de programacion en el desarrollo que predisponen a la aparicion

de diabetes tipo 2 en la poblacion.
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3.HIPOTESIS

Los factores de transcripcion involucrados en el cambio de diferenciacion a proliferacion en
el desarrollo del islote pancreatico en la restriccion proteica severa durante la gestacion y/o
lactancia seguiran a lterados al término d e 1a tercera transicion d el p dncreas en las crias
macho (ratas), estas alteraciones ocasionadas durante estas ventanas criticas del desarrollo
del p &ncreas conducird a intoleranciaal a glucosa y resistenciaal ainsulina enlaedad

adulta temprana.
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4.OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar el efecto de la restriccion proteica materna al 6% sobre la expresion pancreatica de
Hnf4o, P dxl, Isll, R fx6, ¢ Ins en crias m acho al t¢ rmino d e la te rcera tr ansicion d el

pancreas y en adultos jovenes.

4.2. Especificos

Evaluar el efecto de la restriccion proteica severa sobre:
e Laexpresion génica de Hnf4a, Pdxl, Isll, Rfx6, e Ins en los islotes pancreaticos de
crias macho en los dias 28 y 90.
e Los parametros bioquimicos, hormonales y somatométricos en crias macho en los
dias 28 y 90.
e La funcién del islote en el dia 28, asi como, la respuesta del organismo en el ensayo

de tolerancia a la glucosa en el dia 90.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion

Ratas Wistar machos y hembras (Centro UNAM-Harlan, México) fueron mantenidas a una
temperatura de 22-24 °C, en un ciclo de 12 hde luz y 12 h de obscuridad con libre acceso
alacomida (dieta chow)y al agua. Todos | os procedimientos fueron a probados por el
Comité Interno de Cuidado y Uso de animales de 1 aboratorio (CICUAL)dela UNAM,
OFICIO/FQ/CICUAL/057/13.

5.1.1. Grupos experimentales

Las hembras con un pe so de 225-250 g (90-110 dias de edad) fueron puestas a monta. El
dia 1 de gestacion fue determinado mediante el hallazgo de espermas en el frotis vaginal.
Las hembras prefiadas fueron al ojadas individualmente y alimentadas ad /ibitum con una
dieta control (20% proteina; “C”) o una dieta isocaldrica baja en proteinas (6% proteinas;
“R”) durante la gestacion. La composicion de las dietas se muestra en la tabla 3. Se registro
el peso de las ratas y el consumo de alimento cada tercer dia. Al nacimiento un grupo de
ratas permanecio con la misma dieta y al otro se le asign6 un cambio de dieta, la cual se le
dio durante la lactancia y hasta el dia 28, dado que se sabe el pancreas termina de madurar a
este dia (47), posteriormente se les alimento con dieta chow (“c”), las ratas se sacrificaron
en el dia 28 y dia 90; formando 8 grupos: CC, CR, RC yRR en P28 y CCc, CRc, RCc y
RRc en P90, la primera letra hace referencia a la dieta asignada en la gestacion, la segunda
a la dieta durante la lactancia/dia 28 y la tercera a la dieta que se le suministro hasta el dia

90 postnatal (cuando aplique), figura 4.
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Etapa Etapa
Gestacion Lactancia postnatal adulta
tarqfa
| A -
L f Nacirr%iento ! 1'
-0 | » [0 e S—
0 P21 i o
Fl - S0
| C | C | c
| C | R C
R | C | C
R R C

Figura 4. Diseiio experimental. E1; dia embrionario 1: P21, P28, P90; dia postnatal 21, 28 y 90
respectivamente. C; dieta control: R; dieta restringida en proteinas: c; dieta chow. En rojo se remarcan

los dias de sacrificio

Tabla 3. Composicion de las dietas Harlan empleadas

20% proteina 6% proteina
Dieta
TD.91352 TD.90016
Proteinas * 20.3 6.1
Carbohidratos * 61.6 75.6
Grasas * 5.5 5.5
Kcal/ g 3.8 3.8

"representa % en peso

5.1.2. Manejo de las crias

Eldiadel parto, el tamafio de 1a camada fue ajustado a 8§ crias/camada (4 machos y 4
hembras cuando fuera p osible) y se realizé el cambio de dieta correspondiente al grupo
experimental. Se obt uvo e 1 pe so, t alla, ¢ ircunferencia abdominal y ancho de craneo al
nacer. Enel dia2 11 ascr ias f ueron s eparadas d el am adre. Unas cam adas f ueron
sacrificadas a los 28 dias de nacidas y otras al dia 90 (3 meses) para ello las crias macho

fueron puestas en ayuno por 8 h y anestesiadas con pentobarbital sodico (30 pug/gi. p.), para
-32-
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la recoleccion de sangre por puncion cardiaca y recoleccion de tejidos (pancreas, higado,
grasa, musculo y cerebro). A partir del pancreas se procedio al aislamiento de islotes. Se
obtuvo el peso de las crias, la talla, circunferencia abdominal y ancho del craneo al dia 28 y
90 pos tnatal (P28 y P 90 r espectivamente). El s uero se s epar6 d el a sangret otal p or
centrifugacion a 3000 r pm por 10 min. Los sueros fueron almacenados a -20°C hastala

realizacion de las determinaciones de colesterol, triglicéridos, glucosa e insulina.

5.2. Analisis de las medidas somatométricas

El peso de las crias se tomo con una balanza digital (Scientech Instruments, CO, EUA). La
talla y circunferencia ab dominal s e tomaron con un flexdmetro d e p lastico. Latallase
registro c omo la longitud de sde lan arizhastalapunta delacola y lacircunferencia
abdominal se registrd en la parte mas prominente del abdomen. E1 ancho del craneo se

midid con vernier y se tomd como lectura la distancia de oreja a oreja.

5.3. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal - P90

Antes d e iniciar 1 a prueba d e t olerancia a glucosa i ntraperitoneal t res machos d e cad a
camada (90 dias postnatales de edad, P90) fueron puestos en ayuno toda lanoche (12 h).
Posteriormente, se administro una dosis de 2 mg/g de peso corporal de una solucion al 50%
(g/mL) de glucosa. La primera muestra de sangre fue colectada (tiempo cero) antes de la
inyeccion de glucosa. Se tomo una muestra sanguinea a los 15, 30, 45, 6 0 y 120 m inutos
después d e s u ad ministracion. La h omeostasis de | a g lucosa fue ev aluada m ediante el
calculo del area bajo la curva (ABC) empleando los valores de glucosa en sangre a los 0,15,

30, 45, 60 y 120 min.
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5.4. Analisis bioquimico

5.4.1. Determinacion de colesterol

La co ncentracion d e ¢ olesterol s e d etermind d espués d e u na h idrdlisis en zimatica y
oxidacion, utilizando un kit comercial Colestat enzimatico (Wiener L aboratorios S.A.L.C,
Rosario, Argentina). Se obtuvo la concentracion de las muestras por un e spectrofotometro,

leyendo a 505 nm. El fundamento de la técnica se describe a continuacion.

CHE
ésteres de colesterol — colesterol + acidos grasos CHE; colesterol esteras
CHOD
colesterol + 0, — colesten — 3 — ona + H,0, CHOD:; colesterol oxidasa
POD
H,0, + 4 — AF + aceptor — quinonimina roja POD; peroxidasa, AF; aminofenazona

5.4.2. Determinacion de triglicéridos

La determinacion de triglicéridos fue medida a partir de la hidrélisis enzimatica con lipasas
empleando un ki tc omercial T G C olor G PO/PAP A A ( Wiener Laboratorios S.A.L.C,
Rosario, Argentina). Se obtuvo la concentracion de las muestras por un e spectrofotometro,

leyendo a 505 nm. El fundamento de la técnica se describe a continuacion.

LPL

triglicéridos — glicerol + acidos grasos LPL; lipoprotein lipasa
GK

glicerol + ATP — glicerol —1— P + ADP GK; glicerol cinasa

GPO
glicerol—1—P + 0, — H,0, + dihidroxiacetonafosfato  GPO; glicerol fosfato oxidasa

POD
2H,0, + 4 — AF + clorofenol — quinoniminaroja  POD; peroxidasa, AF,; aminofenazona
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5.4.3. Determinacion de glucosa

La glucosa fue m edida por el m étodo dela glucosaoxidasacon el reactivo G licemia
enzimatica A A ( Wiener Laboratorios S .A.IL.C, R osario, A rgentina). S e obt uvol a
concentracion de las muestras por un espectrofotometro, leyendo a 505 nm. El fundamento

de la técnica se describe a continuacion.

GOD
B — D — glucosa + 0, + H,0 — acido glucénico + H,0, GOD; glucosa oxidasa
POD
H,0, + fenol + 4 — AF — quinona + H,0 POD; peroxidasa, AF; aminofenazona

5.4.4. Determinacion de insulina

La concentracion de insulina fue determinada por ELISA (Alpco, Windham, NH). Es un
inmunoensayo de tipo sandwich. Los pozos de la microplaca se recubren con un anticuerpo
monoclonal especifico para la insulina. Los estandares, controles y muestras se aiaden a los
pozos d el am icroplaca co nel an ticuerpo d e deteccion. La m icroplaca s e i ncuba a

continuaciéon e nun a gitador de m icroplacas a 700 -900 r pm. D espués de | a pr imera
incubacion, 1 os poz os s e lavaron ¢ on bu ffer de 1avado. E1sustrato TMB se afiade, yla
microplaca se incuba por segunda vez en un agitador de microplacas a 700 a 900 rpm. Una
vez que la segunda incubacién es completada, se afiade la solucion de stop, y se mide la
densidad opt ica ( D.O.) c onun e spectrofotometro a 450 nm . Lai ntensidad de I ¢ olor

generado es directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra.

5.5. Aislamiento de islotes pancreaticos

A los 28 y 90 dias se procedid al aislamiento de los islotes pancreaticos por digestion con
colagenasa. Los pancreas recién ex traidos se colocaron en una solucion de 1 m g/mL de
colagenasa tipo IX (Sigma) disuelta en solucion de Hanks, solucion salina balanceada, pH
7.4).L adi gestions el levoa ¢ abo por aproximadamente 20 m ina 37°C . U nave z
transcurrido este tiempo se aiadié solucion de Hanks fria a la suspension para detener la
digestion. L a s uspension s e ¢ entrifugd a 1200 r pm por 10 min a4 °C yseelimind el
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sobrenadante. E1 boton se resuspendi6 en solucion de Hanks y se centrifugd nuevamente a
las condiciones anteriores. Después de retirar el sobrenadante, se afiadi6 solucion de Hanks
suplementada con el 10% de suero fetal bovino para resuspender el boton. Los islotes se
separaron por un gradiente discontinuo de soluciones al 27, 23, 20 y 11% de Ficoll (Ficoll
PM400, GE Healthcare). El gradiente se centrifugd a 2000 rpm/10 min y se recuperaron los

islotes de la interface entre los gradientes 11 y 20%, figura 5.

Figura 5. Gradiente de Ficoll para la separacion de Islotes pancreaticos

Los islotes fueron colocados en una caja Petri para su seleccion, después fueron lavados
con buffer de fosfatos (pH 7.4, Gibco-Invitrogen) para su posterior extraccion de ARN. Las
células individuales fueron cultivadas a 37°C, en medio RPMI-1640 (11.6 mM de glucosa)
suplementada con 200 U/mL de penicilina G, 200 mg/mL de estreptomicina, 0.5 mg/mL de
anfotericina B y 1% de s uero fetal bovino. L os e xperimentos de s ecrecion de insulina

estimulada por glucosa fueron realizados después de 48 h de cultivo.

5.6. Ensayo de secrecion de insulina estimulada por glucosa - P28

La concentracion de insulina fue determinada en el sobrenadante del medio recolectado de
un cultivo de 10 a20 islotes aislados de todos 1 os grupos e xperimentales en el dia 28,
expuestas a 1) 5.6 mM de glucosa, 2) 5.6 mM de glucosa/ 40 mM de KCl, 3) 15.6 mM de
glucosa por 1 h a 37°C. Todos los cultivos fueron equilibrados con solucién de Hanks (5.6

mM de glucosa) por 1 ha 37°C antes de iniciar el e xperimento. La ¢ oncentracion de
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insulina fue determinada como se menciona anteriormente, realizando un duplicado de cada

ensayo. Los resultados fueron expresados por nimero de islotes.

5.7. Extraccion de ARN de islotes pancreaticos y sintesis de ADNc

La ex traccion d e ARN del os islotes r ecién aislados se lle v a ¢ abo utilizando e 1 K it
RNeasy P lus M ini ( Qiagen, V alencia, C A, E E.UU.), s iguiendo | as 1 nstrucciones d el
fabricante. La cuantificacion de la c oncentracion de ARN y pureza se llevd a cab o por
espectrofotometria en u n Nanodrop ( Thermo Scientific, W ilmington, D E, E UA.). La
integridad se confirmo en un gel de agarosa al 1%. Se retro-transcribié un total de 200 ng
de ADNc mediante t ranscripciont eversad el ARN con el K it QuantiTec Reverse
Transcription ( Qiagen, Valencia, C A, E UA.), utilizando ol igonucledtidos he xaméricos

aleatorios.

5.8. Estudio de la expresion génica por RT-PCR

La evaluacion de la expresion génica de Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Isl] e Ins, se hizo a través de la
cuantificacion relativa de los niveles de ARN por PCR cuantitativa (RT-qPCR), empleando
el gen G6pdh como constitutivo. Las reacciones se realizaron por duplicado. La expresion

relativa s e obt uvo por e 1 m étodo 2 4

. Lasr eacciones s ¢ realizaron en u n eq uipo
LightCycler 2.0 con sondas de hidrolisis UPL (Biblioteca de sondas universales) marcadas
con fluoresceina. L os oligonucledtidos para cada gen fueron disenados con el programa
Probefinder (Roche Applied S cience, H ague R oad, IN, E E.UU.) yelk it LightCycler
TagMan Master (Roche Applied Science, Hague Road, IN, EE.UU.). Las secuencias de los

oligonucleétidos y las sondas utilizadas para cada gen se muestran en la tabla 4.
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5.9. Analisis estadistico

Los datos estan presentados como la media =+ el error estandar (EE). El valor de n indica el
numero de madres o camadas evaluadas en cada medicion, los datos se analizaron con las
medias de las crias de cada camada.

Los efectos de l1a dieta entre los cuatro grupos al dia 28 y 90 pos tnatal (3 meses) fueron
determinados mediante un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) y con la prueba
post hoc Bonferroni. Las diferencias se consideraron significativas con un valor de P<0.05.
El pr ograma e stadistico € mpleado f ue G raphPad P rism 5.0 ( GraphPad S oftware, Inc.,
California, SD, EUA.).

Tabla 4.- Oligonucledtidos y sondas utilizadas en el ensayo de qPCR.

Gen Oligo sentido(5°-3’) Oligo anti-sentido(3’-5") Sonda
UPL

Hnf4o AGGCAGAGGTCCTGTCTCAG CCCATTCGACCAGAACCA 68
Pdxl TAAGGCCTGGCTTGTAGCTC GGGTCCTTGTAGAGCTGTGTG 68
Rfx6 GGGAGCTTCAATTTCCTCAGT TGTGCCTCTGGGTAGTTTATATTG 68
Isll AGCAACCCAACGACAAAACT CCATCATGTCTCTCCGGACT 83
Ins GACCTTGGCACTGGAGGTT CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG 29
G6pdh TTATCATCATGGGTGCATC AAGGTGTCTTCGGGTAGAAGG 83

Hnf4a, factor nuclear hepatico 4 alfa; Pdx1, gen homedtico pancreatico y duodénico; Rfx6, factor
regulador X, 6; Is/, gen homedtico islet 1, homeodominio LIM; Ins, insulina; Slc2a2 (Glut2),
transportador de glucosa (transporte facilitado) de la familia 2 de portadores de soluto, miembro 2;

Go6pdh, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto de la restriccion proteica materna en la vida postnatal temprana,

al término de la maduracion funcional del pancreas endécrino (P28):

6.1.1. Crecimiento de las crias macho

Los resultados indicaron que las crias con una restriccion prenatal (RC), presentaron un
peso similar al c ontrol (CC). S in e mbargo, cuando la di eta r estringida fue a dministrada
postnatalmente con o sin restriccion prenatal (CR y RR) el peso de las crias fue menor en
comparacion con el grupo CC, figura 6A. Los datos de la ganancia de peso neto (Apeso)
enfatizan que una restriccion protéica materna en la etapa postnatal temprana es suficiente
para afectar el peso de laprogenie. D estacando, 1 a p érdida s ignificativade peso en los
grupos CR y RR, a diferencia del grupo RC, en el cual no se encontrd algun cambio, figura
6B.

A B
100 * 100
I i cc
S 80- -= CR 80
s —RC 3 T
S 601 - RR ~ 601
o (@]
1<) &
S 40- o 40-
9 <
& 204 20-
C T T T 1 C T
0 7 14 21 28 cc

Tiempo (dias)
Figura 6. (A) curva de crecimiento y (B) ganancia de peso desde el nacimeinto hasta P28. Los datos

representan la media + EE. n=4-5 camadas, 4 crias macho por camada. * p< 0.05 vs CC. La primera

letra hace referencia a la dieta en gestacion, la segunda durante la lactancia hasta el dia 28.
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6.1.2. Somatometria de las crias macho

Los resultados muestran que la talla de las crias del grupo CR fue menor en comparacién
con el grupo CC. En contraste, cuando la restriccion es prenatal (RC), las crias tuvieron una
talla similar al control. De manera interesante, el consumo de alimento de las madres que se
enfrentaron a un c ambio en su dieta después del parto (CR y RC) fue menor, a diferencia
del grupo RR cuyo consumo de alimento tiende a ser mayor que en CC. Sin embargo, la
talla de las crias disminuyd en este ultimo grupo.

Por ot rapa rte, e 1di ametro ¢ efaliconof uea fectadoe nni ngunode 1 os g rupos
experimentales, pero si el perimetro abdominal, el cual fue menor en los grupos CR y RR.
Ademas, s e ¢ alculo 1 ar elacion d 1dmetro ce falico/perimetro ab dominal ( DC/PA), u n
pardmetro que ayuda a evaluar la severidad de una mala nutricion. Los resultados sefialaron
que el grupo mas afectado fue el CR, en el cual hubo un incremento del 33% de la relacion

DC/PA cuando se le compar6 con el control, tabla 5.

Tabla 5. Consumo de alimento y parametros somatométricos de crias macho con restriccion proteica

materna en P28.

CC CR RC RR
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4)

Consumo de
18.13 +1.18 16.28 +1.12 16.42 +1.57 19.54 + 0.89

alimento * (g/dia)
Talla (cm) 244+ 0.6 19.2 +£1.1* 25.1+0.3 19.3 £ 0.5*
Diametro cefalico (cm) 2.0+0.1 2.0£0.1 2.0£0.1 1.9+ 0.1
Perimetro abdominal (cm) 8.8+£0.2 6.6 = 0.3 82+0.2 6.8 £0.2%
DC/PA 0.23 +£0.01 0.31 +0.01* 0.25+0.02 0.28 +£0.01

Los datos representan la media + EE. DC; didmetro cefilico, PA; perimetro abdominal. * representa el
consumo de alimento de la madre del dia 1 al dia 21 después del nacimiento de las crias. “n” representa

el numero de camadas, 4 crias macho por camada. * P<(.05 vs. CC.
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6.1.3. Expresion génica en el islote

Los datos revelaron que en las crias del grupo CR la expresion de Hnf4a, Pdxl y R fx6
disminuye s ignificativamente e n comparacion ¢ one 1 control. Por el ¢ ontrario, Ins

incremento su expresion e Is// tiende a aumentar comparado con el grupo CC.

Hnf4a Pdx1 Isi1
*
1.5 2.0
S 5 b S -
8 8 T 3 154
S g 1.0 cc o
3 X =
° ° © 10
3 2 o 1
- 1
2 Sos{ x 2
3 a 9 0.54
S [ £
[ © ©
[$) o o
0.0 0.0 T
CR RC RR CR
Rfx6
Ins
c 10.04
S -
3 S *
s 8 754
2 o %
o g
(3] [
kel [} 5.0
n o
ke 9
o = a
S 2 25 a
8 £
0.0 .
CR RC RR

Figura 7. Perfil de expresion relativa de los genes Hnf4a, Pdx1, Isl1, Rfx6 e Ins en islotes pancreaticos
en P28. Los datos representan la media + ES. n= 4-5 camadas. * p<0.05 vs. CC, * p<0.05 vs. CR,
P p<0.05 vs. RC.

Enel grupo RC la expresion Pdxl y Rfx6 se redujo, mientras la ex presion de los genes
Hnf4o, Ins e Is/] no mostraron alteraciones en su expresion cuando se les compara con el
grupo control.

La expresion en el grupo RR aument6 en Hnf4o en contraste, la expresion de Pdxl, Isli,

Rfx6 e Ins no se modifico con respecto al grupo CC, figura 7, tabla 6.

-41-



S

Tabla 6. Cambios en la expresion en islotes pancreaticos en P28.

CR RC RR
(n=5) (n=5) (n=4)
Hnf4a 0.16 = 0.02* 0.92 £0.31 2.67 £ 0.13*
Pdx1 0.31 + 0.04* 0.16 = 0.05* 0.88 +£0.25
Isl1 1.19 £ 0.04 1.62 +£0.28 1.22 +£0.09
Rfx6 0.70 £ 0.3* 0.19 + 0.02* 1.04 £0.19
Ins 7.17 £0.75% 1.63 £0.38 1.48 +£0.34

El cambio de expresion es relativo al grupo CC. Los datos representan la media + EE. “n” representa el

numero de camadas. * P<0.05 vs. CC.

6.1.4. Parametros bioquimicos y niveles de Insulina
Los niveles de colesterol no se modifican tras una restriccion proteica materna en P28. En
tanto, unar estriccion pr e y/o pos tnatal (CR,R C yR R) c onllevaa una disminucion

significativa en los niveles de triglicéridos con respecto al grupo CC.

Tabla 7. Parametros bioquimicos de crias macho con restriccion proteica materna en P28.

CC CR RC RRc
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4)
Colesterol (mg/dL) 81.1+73 87.3+13.5 78.8 3.1 81.9+8.9
Triglicéridos (mg/dL) 123.9+13.3 77.0 £10.6* 67.3 £4.4% 75.2 £1.8%
Glucosa (mg/dL) 211.9+5.8 201.1 £19.8 211.5+17.1 241.6 £ 14.6
Insulina (ng/mL) 0.51 +£0.05 0.39+0.02 0.43 £0.04 0.40 £0.05

Los datos representan la media + EE. “n” representa el numero de camadas, 4 crias macho por

camada. P<0.05 vs. CC.

Las concentraciones de glucosa de los grupos CR y RC no mostraron un cambio en relacion
al grupo control. Por el contrario, en el grupo RR la glucosa tiende a aumentar. Los grupos
CR, RC y RR m ostraron una cai da en las concentraciones d e i nsulina sin I legar a s er

significativa, tabla 7.

-42-



S

Los valores del indice HOMA-IR fueron s imilaresal CCenlos grupos RC yRR, sin

embargo, el grupo CR present6 una tendencia a disminuir, figura 8.

10+

s |-
£

H

HOMA-IR

0 T T
cc CR RC RR

Figura 8. HOMA-IR de crias macho en P28. n=4-5 camadas, 4 crias macho por camada.

Los datos representan la media + EE.

6.1.5. Peso de pancreas e higado en crias macho

El pancreas e higado tuvieron un m enor peso en los grupos CR y RR comparado con el

grupo CC.

Tabla 8. Peso del pancreas e higado de crias macho con restriccion proteica en P28.

CC CR RC RRc
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4)
Pancreas (g) 0.36 £0.06 0.12 £0.02* 0.31+£0.03 0.14 £0.01*
Higado (g) 34+04 1.6 £ 0.2* 3.6+0.2 1.9+ 0.2%
% Pancreas > 0.45 £0.05 0.34+£0.03 0.37+0.03 0.40 £ 0.01
% Higado " 4.6+03 44+0.1 42+0.2 49+0.3

Los datos representan la media + EE. * indica el consumo del alimento por la madre,
" representa el % en peso del organo respecto al peso corporal. “n” representa el nimero de camadas,

4 crias macho por camada. * P<0.05 vs. CC.

La no rmalizacion c on el pe so c orporal i ndico que el pancreasenlos grupos CR yRC
presentaron m enor t amafio e n r elacion con el ¢ ontrol s in s er s ignificativo. E n tanto, el
higado se mantuvo sin cambios en comparacion con el grupo CC cuando se relacion6 con
el peso corporal, tabla 8.
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6.1.6. Secrecion de insulina estimulada por glucosa

Para evaluar una posible falla secretora a nivel de la célula B, se analiz6 el funcionamiento
de éstas a través de un ensayo de secrecion de insulina en el islote pancredtico. Los datos
indicaron que cuando el islote es sometido a una concentracién de 5.6 mM de glucosa, el
grupo R R di sminuye s u secrecion d e i nsulina, demostrando 1 a p resenciad e una f alla
secretora en los islotes, mientras CR y RC no revelaron cambios en la secrecion de insulina
en co mparacion con e |l g rupo C C. No obs tante, ¢ uando e 1 i slote f ue r etado ¢ on una
concentracion de 15.6 m M de glucosa, el grupo CR exhibi6 una sobre estimulacion en la
secrecion de insulina (2 veces mayor al CC), en tanto las crias RC y RR no presentaron

cambios con respecto al control.

0.08 1
1 CC

g * [ CR
© 0.064
[ B RC
~ I RR
@
£ 0.044
S
2 *
; 0.02 m * *
c *

oo LTIl |

5.6 mM Glu 15.6 mM Glu 40 mM KCI

Figura 9. Secrecion de insulina estimulada por glucosa en P28. n=4-5 camadas. Los datos representan

la media + EE. CCc, CRc, RCc y RRe, n=3. * P<0.05 vs. CC.

La respuesta de los islotes de los grupos CR, RC y RR a la despolarizacién de la membrana
bajo una c oncentracionde 40 mMde K Cl, ¢ ondujoa una s ecrecion de i nsulina

significativamente menor en comparacion con el grupo CC, figura 9.
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6.2. Consecuenciasd e la restriccion proteica m aternaen la ad ultez

temprana (P90):
6.2.1. Crecimiento de las crias macho.

Con el fin de evaluar si estas alteraciones observadas a P28 programan a la progenie a un
estado patoldgico en la edad adulta temprana (P90), las crias macho fueron alimentadas con
dieta chow apartirde P28 hasta P90, diaal que se procedi6 a estudiar el estado de la
descendencia.

La evolucion del crecimiento en las crias macho mostrd un pe rfil similar que en P28. Sin
embargo, a partir del dia 76 pos tnatal, el grupo C Rc i ncremento su pe so, s uperando al

grupo RRc¢ pero sin llegar a alcanzar el registrado por el grupo CCc figura 10A.

A B
*
400+ T L 1
cce 400+
R w— *

3004 === CRC ——

—— RCc 3004

== RRc

200+

Peso corporal (g)
A peso (9)
N
o
o
1

=
o
o
1
=
o
o
1

0 T T 1 T T
0 30 60 90 CCc CRc

Tiempo (dias)

Figura 10. (A) curva de crecimiento y (B) ganancia de peso de P28 a P90. n=4-6 camadas, 4
crias macho por camada. Los datos representan la media + EE. * p< 0.05 ¢ vs CC(c). T p<0.05 RCc vs
RRe. La primera letra hace referencia a la dieta en gestacion, la segunda a la dieta asignada en la

lactancia hasta el dia 28 y la tercera a la dieta chow después de este periodo.

En P90 el comportamiento de la ganancia de peso fue diferente en el periodo comprendido
entre P28 hasta P90. La ganancia de peso disminuy6 considerablemente en el grupo RRc

con respecto al grupo control, figura 10B.
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6.2.2. Somatometria de las crias macho

Los resultados mostraron que las crias cuyas madres fueron expuestas a un ¢c ambio en la
dieta después del nacimiento, grupos CRc y RCc, tienden a consumir menor cantidad de
alimento con respecto al grupo RRc, cuya ingesta fue mayor que el CCc sin llegar a ser
significativo, a pesar de esto no hubo recuperacion en la talla del grupo RRc, y en las crias
del grupo CRctiendeas erbaja enr elacion al grupo C Cc. Ninguno de 1os grupos

estudiados reflej6 cambios en el didmetro cefalico, tabla 9.

Tabla 9. Consumo de alimento y parametros somatométricos de crias macho con una restriccion

proteica materna en P90.

CCc CRce RC RRc¢
(n=6) (n=4) (n=5) (n=6)
Consumo de

45.46 + 1.50 41.77 £2.25 42.36 + 3.06 47.65+1.44
alimento * (g/dia)

Talla (cm) 42,6+ 0.4 409+ 0.4 424 +0.7 39.3 +£0.4*
Diametro cefalico (cm) 29+0.1 29+0.1 3.0£0.1 29+0.1
Perimetro abdominal (cm) 16.2+0.2 15.6+0.2 16.0£0.6 14.0 £ 0.4*

AC/PA 0.18 = 0.01 0.19 £ 0.01 0.19 £ 0.01 0.21 £0.01

Los datos representan la media + EE. DC; didmetro cefalico, PA; perimetro abdominal. * representa el
consumo de alimento por las crias desde el dia 28 hasta el dia 90 postnatal. “n” representa el nimero de

camadas, 4 crias macho por camada. * P<0.05 vs. CCec.

El g rupo R Rc no al canzd 1 os v alores d escritos en el g rupo C Ccp arael p erimetro
abdominal, en tanto, el grupo CRc tuvo un pe rimetro abdominal 3 % mayor que las crias
RRc, 1 a de scendencia R Cc t uvo un pe rimetro abdominal s imilar a 1 de tectado en C Cc.

Cuando se hizo la relacion DC/PA, todos los grupos presentaron valores similares, tabla 9.
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6.2.3. Expresion génica en el islote

Los datos indicaron que el grupo CRc se present6 un incremento en la expresion de Is//. En
tanto la expresion de Pdx/ y Rfx6 tiende a disminuir cuando se le compara con el grupo

CCec, no encontrandose cambios en la expresion de Hnf4o e Ins.

Hnf4a Pdx1 sl
254 10 ce 150+
5 S 5
‘w5 2.0 ‘» 0.8 hel
I I 8 *
53 < S 10.0-
s T & 0.6+ % s
3 L S s @
» 10 b cc » 0.4 °
K] i) S 5.01
o 2 =1
£ 0.59 £ 0.2 £
8 8 8
0.0 T 0.0 T 0.0 T
CRc RCc RRc CRc CRc RCc RRc
Rfx6 Ins
207 10.0-

S S

& 154 8

s I

3 g

g 10 cc ©

[%2]

! T S

% 0.5 1 _g

8 8

0.0 T X
CRc RCc RRc CRc RCc RRc

Figura 11. Perfil de expresion relativa de los genes Hnf4a, Pdxl, Isl1, Rfx6 e Ins en islotes pancredticos
en P90. n= 4-6 camadas. Los datos representan la media + EE. * P<0.05 vs. CCc, * P<0.05 vs. CRe,
" P<0.05 vs. RCc.

Enel grupo R Cclaexpresion de Hnf4a e Isll tienden a aumentar e /ns incrementa su
expresion significativamente con r especto al C Cc, en co ntraste el gen Pdx/ tiende a
disminuir su expresion comparado con el CCc, en tanto que la expresion de Rfx6 no fue
modificada.

En el grupo RRc no se apreciaron cambios significativos. Sin embargo, la expresion de los
genes Hnf4o, Pdxl y Rfx6 tiende a disminuir, por e lc ontrario, Is// e Ins mostraron

tendencia a aumentar comparado con el grupo CCc, figura 11, tabla 10.
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Tabla 10. Cambios en la expresion en islotes pancreaticos en P90.

CRc RC RRe

(n=4) (n=5) (n=6)
Hnf4a 1.33+ 0.21 1.98 £0.26 0.73 £ 0.09
Pdx1 0.48 £0.06 0.78 £0.05 0.36 £ 0.07
Isli 9.38 £ 0.72* 431+2.14 4.54+0.92
Rfx6 0.57+£0.17 1.43 £0.39 0.46+0.12
Ins 2.18+0.51 6.38 £1.41* 2.35+0.40

El cambio de expresion es relativo al grupo CC. Los datos representan la media + EE.

“n” representa el nimero de camadas. * P<0.05 vs. CC.

6.2.4. Parametros bioquimicos

Los parametros bioquimicos describieron altas concentraciones de colesterol en los grupos
CRcy RCc. Las concentraciones de triglicéridos se redujeron en el grupo RRc y enel
grupo C Rc pr esentan u na t endencia a di sminuir e n r elacion al c ontrol. Los ni veles de
glucosa no m ostraron cambios significativos, sin embargo, en el RRc tienden a disminuir,

en contraste, la concentracion de insulina decrece en los grupos CRc y RRc, tabla 11.

Tabla 11. Parametros bioquimicos de crias macho con restriccion proteica materna en P90.

CCc CRc RCc RRc
(n=6) (n=4) (n=5) (n=6)
Colesterol (mg/dL) 58.7+1.9 84.9 £ 1.5* 101.2 + 4.6* 722+£5.4
Triglicéridos (mg/dL) 177.0+11.5 141.6 £ 5.3* 168.1 £8.8 139.8 £ 6.2*
Glucosa (mg/dL) 147.2 £10.1 150.8 £6.3 144.0 + 8.1 134.8 6.5
Insulina (ng/mL) 1.40 £ 0.10 0.71 £ 0.03* 1.29+0.04 0.66 + 0.02*

Los datos representan la media = EE. “n” representa el nimero de camadas, 4 crias macho por

camada. * P<0.05 vs. CCc.

Porot ro1 ado, 1 os va lores de 11 ndice HOMA-IR e nl os grupos CRc yRRc fue
significativamente menor que en el grupo CCc, sugiriendo mayor sensibilidad a la insulina,

figura 12.
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Figura 12. HOMA-IR de las crias macho en P90. Los datos representan la media + EE. n=4-6 camadas,

“n” representa el nimero de camadas, 4 crias macho por camada.. * p<0.05 vs CCc.

6.2.5. Peso de pancreas e higado en crias macho

El peso del pancreas en los grupos CRc y RRc tiende a ser menor en relacion al grupo CCec,
mientras que en el grupo R Cc tiende a incrementarse. Cuando s e normaliz6 con el pe so
corporal, no s e encontré cambios significativos, sin embargo en los grupos RCc y RRc se

demuestra que el pancreas tiende a reducir su peso.

Tabla 12. Peso del pancreas e higado de crias macho con restriccion proteica en P90

CCc CRc RC RRc
(n=6) (n=4) (n=5) (n=6)
Pancreas (g) 0.83 +0.06 0.67 +0.10 0.93 +0.04 0.71 +0.03
Higado (g) 123+04 10.0 £ 0.3 10.8 % 1.0 8.0 £ 0.4*
o Pancreas 0.23 £ 0.02 0.22 £ 0.03 0.28 + 0.02 0.27 £ 0.02
% Higado " 3.5+0.1 3.3+0.1 2.0+£0.1 3.1+02

Los datos representan la media + EE. * indica el consumo del alimento por la camada,
" representa el % en peso del 6rgano respecto al peso corporal. “n” representa el niimero de camadas, 4

crias macho por camada. * P<0.05 vs. CCc.

El peso del higado present6 un decremento en el grupo RRc y tiende a disminuir en CRc y
RCc. Lanormalizacion con el peso corporal indico que el grupo RCc tiende a tener un

higado de menor tamafo con respecto a grupo control, tabla 12.
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6.2.6. Prueba de tolerancia a la glucosa, P90

En la figura 13 se representan las curvas de tolerancia a la glucosa y el adrea bajo la curva
(ABC). En el minuto 30 de spués de 1a a dministracion de glucosa h ay una di sminucion
significativa en los niveles de glucosa entre el grupo RCc yRRc. Entanto,el ABCse
mantuvo en CRc, en el grupo RCc la tolerancia a la glucosa decrecid, no asi en el grupo

RRc donde aumento ligeramente, sin embargo, estos cambios no son significativos.

A B
500 * 4+
-+ CCc —l_ —_
~ 400 -+ CRc 3 €L 4
2 —+— RCc <
<) o
£ 300 -+ RRc =
= X 2
& 2004 )
9 200 Q
3 < 1
O 1004
C T T T 1 C T T
0 30 60 90 120 CCc CRc RCc RRc

Tiempo (min)
Figura 13. (A) Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en P90, (B) Area bajo la curva (ABC).
Las unidades de ABC son arbitrarias. n= 4-6 camadas, “n” representa el nimero de camadas, 4 crias

macho por camada. Los datos representan la media + EE. * p<0.05 RCc vs RRc.
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7.DISCUSION

En estudios anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo se demostrd que en el islote
pancredtico | a restriccion p roteica p romueve la d iferenciacionat ravésd el as obre
regulacion de factores de transcripcion como Hnf4o, Pdx1, Isl1, Rfx6 e Ins a expensas de la

proliferacion (40)

. Sin e mbargo, s e d esconoce s i es tas al teraciones o ad aptaciones s e
mantienen al término de la maduracion del pancreas endocrino que se considera ocurre al
dia 28 (P28) y cudl es su influencia en las etapas posteriores del desarrollo, asi como, su
relacion funcional en el adulto-joven (P90).

La evaluacion de factores de transcripcion implicados en la diferenciacion del pancreas que
son m odificados dur ante pe riodost empranos de 1c recimiento y(q uec ontribuyen
funcionalmente en la vida postnatal, resulta fundamental para comprender los mecanismos
moleculares de programacion en el desarrollo que conduce a la aparicion de diabetes. Por lo
tanto, e n e | pr esente e studio s e 1 nvestigd | a1 nfluenciad el a ex presion en el 1 slote
pancreatico d e Hnf4a, Pdxl, Isll, Rfx6,¢ Ins enlas alteraciones m etabolicas en etapas

postnatales t ardias ( P28 y P 90)en el m odelod er estriccion p roteica s evera ( 6%)

administrada durante la vida intrauterina y postnatal temprana.

7.1. Efecto de la restriccion proteica materna en la vida postnatal temprana:

dia 28 postnatal

El analisis de expresion en P28 mostrd que Hnf4a fue sobre expresado en el grupo RR, este
incremento ha sido relacionado con reduccién en la proliferacion de la célula § e induccion

1,72 ) )
1.7 ), como fue observado en P21 en un e studio previo, en el cual la sobre

de apoptosis
expresion de Hnf4o se asoci6 a una reduccion en la masa de células p 2.

El gen PdxI en P28 disminuy¢ significativamente en los grupos CR y RC a diferencia de
los resultados obtenidos en P21 donde la expresion no s e modificé por la dieta “¥. Se ha
demostrado que la restriccion proteica moderada durante la gestacion y lactancia reduce la

expresion de Pdx! en el islote pancreatico, relacionado con reduccion en el area del islote y
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(62)

fallaenlasecrecion de insulinaen P28 7, e stos r esultados s on ¢ ongruentes ¢ on | os

encontrados e n este estudio c on | a r estriccion proteica s evera. Pdx/ es es encial en el

desarrollo e mbrionario del pa ncreas %7 ¥

yen 1 aset apas p ostnatales Pdx/ actiua
principalmente regulando de manera positiva la transcripcion de varios genes especificos de
la célula B(75 7677 "ademas Pdx] regula la formacion de novo y regeneracion de células B
7 Porlo tanto, la di sminucion en la expresion de PdxI sugiere efectos en cascada que
afectan diversas reacciones de la secrecion de insulina estimulada por glucosa y puede traer
serias consecuencias en el mantenimiento de la masa de células B provocando una
disminucién . L osr esultados e n P 28 m uestran una t endenciaa di sminuir 1 as
concentraciones de insulina en los grupos CR y RC (tabla 6), lo cual esta en concordancia
con las implicaciones mencionadas.

Previamente, nue stro grupo de trabajo mostré que el aumento en la expresion de Is// en
P21 tras una restriccion p roteica pre y p ostnatal s e r elaciona con una acel eraciéon en la
maduracion del islote Y. En el presente estudio en P28 Is// tiende a aumentar en los tres
grupos e xperimentales sugiriendo que 1 osi slotes pa ncreaticos s iguen e n pr oceso de

maduracion.

En e ste e studio 1a e xpresion de Rfx6 se encuentra di sminuida en el grupo CR en P 28,
mientras que en estudios previos en P21 se encontrd un a umento en su expresion 63 La
expresion de este gen esta restringida a etapas tempranas del desarrollo del p ancreas ),
por consiguiente, este cambio de expresion puede deberse a un mecanismo compensatorio

para tratar d e regular la produccion d e insulina (80)

. P orotrolado la expresion de Rfx6
también se reduce en el grupo RC en P28. Laregulacion y funcion de Rfx6 en el islote
pancredtico en esta etapa del desarrollo atin no es clara, sin embargo, estos cambios en su
expresion resaltan la importancia de este gen en la maduracion del pancreas enddcrino.

Todos los factores transcripcionales e studiados, Hnf4a, Pdxl, Isll, R fx6, regulan en gran
medida la masa de células 3, alteraciones en su expresion en P28 podrian conducir a un
cambio es tructural en la célula B en todos los grupos experimentales conduciendo a una

falla en la secrecion de insulina. Adicionalmente, el ARN mensajero de /ns en P28 aumenta

significativamente en el grupo CR, con una tendencia a incrementarse en RC y RR, lo cual
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sugiere una actividad co mpensatoria en las etapas tempranas del d esarrollo posterior a la

administracion de una dieta con restriccion proteica severa en gestacion y/o lactancia ©.8D),

El ensayo d e la secrecion de insulina estimulada por glucosa enlosislotesde lostres
grupos experimentales pone de manifiesto que 1os cambios en la expresion de 1os genes
estudiados en P28 provocan alteraciones en el funcionamiento de la célula B pancreatica
que altera la secrecion de insulina ®?. La hiper respuesta observada en el grupo CR ante
altas concentraciones de glucosa, destaca que una nutricion deficiente en proteinas afecta la
sensibilidada 1 a1 nsulinape sea qu e dur antel a ge stacion | as ¢ riast uvieron un

microambiente nutricional idoneo para un correcto desarrollo de 10s tejidos. En tanto, 1a
secrecion de insulina estimulada por K, un secretagogo importante en la liberacion de esta
hormona, fue significativamente disminuida en todos los grupos experimentales, revelando
que esta implicado un mecanismo comun provocado por los ambientes de restriccion pre y
postnatal. El grupo mas afectado, sin lugar a duda es el RR, el cual presenta una secrecion
deficiente d e i nsulina an te co ndiciones b asales d e glucosa (5.6 m M). La deficienciade
aminoacidos altera la sintesis de proteinas en el organismo ®) 10 cual, podria tener efectos
negativos sobre la produccion de la insulina en las crias RR, en este estudio la expresion de
Ins no mostré c ambios significativos en el grupo R R, sugiriendo que su baja s ecrecion

puede deberse a una falla en la transcripcion del mensajero a proteina.

Adicionalmente, | os niveles bajos de triglicéridos en CR, RC y RR indican alteraciones
celulares ene 1 me tabolismod e lip idos. S es abe q uelo sn ivelesd e tr iglicéridos
generalmente se relacionan con el tipo de dieta, asi mismo, nifios con desnutricién por una
disminucion e n 1a i ngesta de pr oteinas pr esentan ba jos ni veles de triglicéridos *?. N o
obstante, el m ecanismo p or el cual lar estriccion p roteica s everar egulalos niveles d e

triglicéridos circulantes atn es desconocido.

En su conjunto, la restriccion proteica provoca alteraciones moleculares y metabolicas via
programacion e n el de sarrollo en P 28 que p ueden s er consecuencia d € u n m ecanismo

adaptativo para minimizar los cambios metabolicos a corto plazo y sobrevivir a condiciones
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adversas en et apas p osteriores ). Sin em bargo, es ta v entaja ad aptativa s e co nvierte en
perjudicial para el individuo programado/descendencia cuando se encuentre posteriormente
con a bundancia nut ricional ®”. P ara p oder revelar | as alteraciones alas que lleva una
restriccion pre y postnatal temprana en la vida adulta temprana (P90), a partir del dia 28
postnatal se alimento a las crias con dieta chow obteniendo los siguientes resultados que se

discuten a continuacidn.

7.2. Efecto de la restricci On proteica materna en la ad ultez temprana, dia 90

postnatal:

Lae xpresionde Hnf4a enel grupo R Rc tiende a di sminuir, a lgunos e studios ha n
demostrado que la restriccion p roteica i ntrauterina m oderada r egula ep igenéticamente 1a
expresion de Hnf4o. en el islote v ia i nteraccion con s u p romotor, y enlaetapa adulta
provoca un silenciamiento pr ogresivo (86), p robablemente 1 a r estriccion p roteica s evera
programe a | as crias p or mecanismos s imilares. La expresion de Hnf4a en P 90 presenta
valores s imilares respecto de 1 C Cc y di sminuidos € nr eferencia a P28, Hnf4a estd
relacionado con un largo niimero de promotores en el hepatocito e islote pancreatico ®”, 1o
que revela su importancia en la funcion de las células del islote ademas de su papel durante
el desarrollo pancreético.

En los islotes 1a expresion de Pdx/ en P90 tiende a disminuir, similar a P28. El papel de
Pdx1 enlavida adulta se restringe en estimular la expresion del gen de la insulina en las

células B *¥

, sin e mbargo, a pe sarde que 1a e xpresionde Pdx/ esta di sminuida, 1 a
expresion de Ins aumenta, i ndicando qu e h ay o tros ge nes que regulan la e xpresion de
insulina. Es importante hacer notar que la restriccion proteica severa modifica la expresion
de Pdx1 como se muestra en este trabajo no asi en la restriccion proteica moderada que no
ejerce cambios en la ex presion de Pdx! ®®. Otros estudios que utilizan el modelo de 1a
ligaciond el a arteria utero-placentaria para pr oducir un retrasoen el cr ecimiento
intrauterino han demostrado al igual que en nuestro trabajo disminucion en la expresion de

Pdx1 sefialando que 1 a di sminucién e s via me tilaciones de hi stona que de riva en

silenciamiento p ermanente en el locus de este gen . R ecalcando 1a i mportanciade la
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regulacion ep igenética paral a p rogramacion q ue s e d a d urante et apas t empranas d el
desarrollo.

La expresion de Is// en P90 fue sobre expresado en el grupo CRc y tiende a au mentar en
los grupos RCc y RRc. La funcion de Is// en laetapa adultadelislote atinno h asido
establecida, sin embargo, en etapas tempranas d el d esarrollo participa en la regulacion a
genes especificos del islote como, glucagon, somatostatina, amilina e insulina ®>°". Por lo
tanto, su expresion elevada puede afectar la funcion del islote en la edad adulta.

La expresion de Rfx6 en P90 tiende a disminuir en los grupos CRc y RRc, ademas, 10os
patrones de expresion cambian de P28 a P90. La poca informacion sobre la funcion de este
gen en el islote hace dificil su entendimiento, pero es claro que la restriccion proteica pre y
postnatal afectan su expresion.

La expresion de Ins se increment6 significativamente en el grupo RCc y tiende a aumentar
en CRc y RRc, contrastando con bajos niveles de insulina en suero, esto puede relacionarse
con una alteracion en el aclaramiento de la insulina por el higado como se ha reportado en
el modelo de restriccion proteica moderada seguido de una administracion de dieta alta en
grasas ®? o por la limitada disposicion de aminoacidos de la dieta restringida en proteinas.
No obs tante, | os m ecanismos que r egulan s us ecrecion s on ¢ omplejos, i nvolucrando

(94), asi

factores de transcripcion 63 1a funcion mitocondrial % y del reticulo endoplasmico i

como ARNSs no codificantes, que son susceptibles a ser modificados por una mala nutriciéon

en etapas tempranas del desarrollo ©>*°.

En el analisis bioquimico los grupos CRc, RCc y RRc exhibieron altas concentraciones de
colesterol e n suero. La elevada co ncentracion d e co lesterol circulante en el modelode
restriccion proteica moderada se ha asociado a una falla en la sintesis de acidos biliares a

partir de colesterol por el higado O fenémeno que podria estar pasando en estas crias.

En el grupo RRc, la disminuciéon en el indice HOMA-IR refleja mayor sensibilidadal a
insulina en estas crias. Sin embargo, las crias RRc en la prueba de tolerancia a 1a glucosa
intraperitoneal tienden a aumentar el area bajo la curva (ABC), indicando intolerancia a la

glucosa. Las bajas concentraciones de insulina en ayuno (tabla 9) sugieren que la insulina

-55-



S

aumenta su concentracion lentamente ante el reto de glucosa en la prueba de tolerancia a la
glucosa, manteniendo las concentraciones de glucosa altas por mas tiempo, aunque a las 2
horas llegue a concentraciones normales, estas condiciones se han relacionado a u n bajo
peso al nacimiento '*??. La administracion de una dieta baja en proteinas al 6% por un
periodo mayor como es en el grupo RRc da como resultado un peso bajo al nacimiento que
no se recupera aun en la vida adulta.

Por otro l ado, 1 as crias RCc tienden a disminuirel dreabajola curva enlapruebade
tolerancia a | a glucosa reflejando una mejor capacidad de sintesis d e insulina estimulada
por g lucosa. La respuestad el grupo R Cc p uede ex plicarse p or el ef ecto catchup o
recuperacion de | ¢ recimiento, pos terior a 1 a nor malizacion de 1a di eta al m omento de |
nacimiento. Las crias d el grupo R Cc aceleran su m etabolismo pr ovocando de sgaste d el
pancreas y de otros 6rganos que conduce rapidamente al desarrollo de un fenotipo diabetico
% También, es importante hacer notar que la restriccion durante la lactancia es suficiente
para afectar a las cria en su programacion, de tal manera que en P90 la sensibilidad a la
insulina aumenta enlos grupo CRc y RRc. Se sabe quelaresistenciaal ainsulinae

intolerancia a la glucosa son parametros dependientes del sexo y la edad ®% %%

, por tanto,
seria conveniente evaluar periodos posteriores a P90 para ver cambios contundentes en el

metabolismo de la descendencia que produce la dieta con restriccion proteica severa.

Es de notar que s 1 bi en e xisten ¢ ambios t ransitorios, también existen cambios ques e
mantienen de P28 a P90 y que probablemente conlleven a alteraciones en las funciones del
pancreas en et apas p osteriores, c omo s € ha r eportado e n e studios ¢ on una r estriccion
proteica moderada d onde se presenta intolerancia a 1 a glucosa posterior a los 6 meses en
ratas '’ Es evidente que las variaciones en la expresion y las caracteristicas bioquimicas
del modelo dependen en gran medida del grado de restriccion proteica y del periodo critico
del desarrollo en el cual se dio 1a intervencion, la influencia que estos cambios tengan en
etapas pos terioresa inno e sc onocida, p robablemente e | e studio de ot ros ge nes
recientemente descritos y los aun desconocidos que estén involucrados en la funcion del
pancreas e ndocrino pue dan a yudar a e xplicar las alteraciones funcionales en el islote en

P28 y en la tolerancia a la glucosa en P90.
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8. CONCLUSIONES

La restriccion proteica severa administrada durante periodos criticos del de sarrollo c omo
gestacion y lactancia alteran la expresion de genes involucrados en el desarrollo y funcion
del pancreas como Hnf4a, Pdxl, Isll, Rfx6 e Ins al termino del desarrollo funcional del
péancreas endocrino (P28) y en la edad adulta (P90), a pesar de que en este tltimo periodo

las crias estuvieron alimentadas 62 dias con dieta normal de laboratorio, dieta chow.

La expresion génica en P28 es diferente de la expresion en P21, publicada anteriormente.
Del mismo modo, la expresiéon cambia de P28 a P90, indicando una expresion diferencial

tiempo dependiente.

Los parametros bioquimicos, hormonales en la etapa postnatal temprana (P28) y en la edad
adulta t emprana ( P90) r evelan alteracionese nl ah omeostasisd el a g lucosa co mo
alteraciones en 1a s ecrecion d e insulina es timulada p or glucosa, mayor s ensibilidad a la
insulina e indicios de intolerancia a la glucosa a pesar de que en algunos grupos las crias

recobraron su peso y talla.
En conjunto, la expresion génica alterada en el islote de genes como, Hnf4a, Pdxl, Isll,

Rfx6 e Ins y los pardmetros bioquimicos y hormonales, sugieren un de scontrol metabdlico

que podria conducir al desarrollo de un fenotipo diabético en etapas posteriores.

-57-



i

9. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusion presentados en esta Tesis de Maestria, las perspectivas

del trabajo se orientan en cuatro direcciones.

En un pr imer plano estarian los trabajos destinados a evaluar la funcion del islote, como
flujo d e c olesterol, a cumulacion d e triglicéridos. También, seria i nteresante r ealizar u n
estudio de los efectos de la dieta en otros 6r ganos, c omo el hi gado, tejido adiposo que
podrian r elacionarse con | os e fectos obs ervados e n e ste e studio. Otro punt o que s eria

interesante completar seria el estudio de la secrecion de insulina in vitro en la edad adulta.

En un segundo lugar, se encontrarian los estudios relativos a la regulacion epigenética que
es un f actor muy a ceptado para l os e fectos de 1a programacion, por 1o que e studiar 1 os
marcadores epigenéticos que ocurren en estas crias seria de gran relevancia para entender
los mecanismos moleculares que llevan a 1 a susceptibilidad de enfermedades, asi como la

evaluacion de otros factores de transcripcion involucrados en la funcion del islote.

En t ercer pl ano, unt rabajo m uy i nteresante evaluar | a f uncion m itocondrial, ha ciendo
estudios s obre bi ogénesis mitocondrial, c ontenido de ATP y ROS, asi como de enzimas

clave del metabolismo de carbohidratos y lipidos.

Finalmente, la c omparacion de di ferentes t ipos de m alnutricion m aterna ¢ omo baja en
proteinas, r estriccion hiper o hi pocaloricas, excesod e carbohidratos, o bi en,l a
combinacion de estas durante el desarrollo ayudara a esclarecer sus efectos a largo plazo, al
igual que sus i mplicaciones en la susceptibilidad a en fermedades cr 6nicas d egenerativas

como la diabetes tipo 2.
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10. APENDICE A. SOLUCION DE HANKS

Esta solucion se utilizo en el aislamiento de islotes pancreaticos y en la prueba de secrecion
de insulina estimulada por glucosa, la solucion fue ajustada a pH 7.4 y complementada

segun los requerimientos descritos en la técnica.

Tabla 13. Preparacion de la solucion de Hanks en 100 mL.

Concentracion Hanks 15:6 mM de 40 mM de KCI
stock Glucosa
NaCl 132 mM* 0.776 g 0.776 g 0.776 g (90 mM)
KCl 5mM” 0.04 g 0.04 g 0.04 g (40 mM)
CaCl, 12.8 mM 0.014 ¢ 0.014 g 0.014 g
MgSO0, 1 mM 0.123 g 0.123 g 0.123 g
MgCl, 6H,O 0.5 mM 0.01g 0.01g 00lg
Na,HPO, 0.5 mM 0.007 g 0.007 g 0.007 g
KH,PO, 0.5 mM 0.006 g 0.006 g 0.006 g
Glucosa 5.6 mM" 0.1g 0.28 g (15.6 mM) 0.1g
NaHCO; 4 mM 035¢g 035¢g 035¢g
BSA 0.1 % 0.1g 0.lg 0.1g

® indica que esta sal solo se ajustd para mantener la osmolaridad, ” indica que se modifica segiin la

solucion.
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