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ABSTRACT

Introduction

Undernutrition is one of the most important public health problems. It affects
more than 800 million individuals around the world. Exposure to maternal
undernutrition during development increases the risk for long-term pathological eftects.
Although this subject has been previously studied by several authors, there are some
pathways still have not well defined. There are divergences in the published results
probably due to disparities in the definition of variables such as: onset, severity and
duration of the food restriction. Many people all over the world, especially in developing
countries, were poorly nourished from immaturity and now, in a short time, have
experienced a shift toward Western eating habits. Therefore, understanding the relation
between early nutrition and possible deleterious consequences is an open question
replete with important social and health implications. Animal models are actually helpful

to study this enquiry.

Our group has an extensive background in an animal model of Wistar Rats
chronically undernourished since gestation. In view of previous results of insulin
hypersensitivity developed by these animals in peripheral tissues (skeletal muscle,
adipose tissue and cardiac muscle) we decided to focus on different subjects not well

investigated yet and related with glucidic homeostasis.
Objectives

% 1.- To investigate the effects of a protein-caloric restriction on the endocrine and
metabolic profiles in the liver of suckling rats, specifically regarding the hepatic
reponses to both insulin and glucagon.

% 2.- To analyze the impact of that early undernutrition on the cortical insulin
signaling pathway during suckling.

% 38.- To assess the influence of early and chronic undernutrition on the
consequences that a transference to a high-lipid diet could have on adult rats:
impact on hypothalamic regulation of food intake, distribution of white adipose

tissue, serum lipid levels, ectopic fat and global sensitivity to insulin.



Results

First of all, we analyzed the regulatory mechanisms of insulin and glucagon to
supply glucose and ketone bodies for the brain. We found glucagon resistance and
insulin hypersensitivity. Undernutrition led to hypoglycemia and hyperketonemia.
Secondly, we found some alterations in the levels of several proteins of the insulin
signaling pathway in the cerebral cortex of suckling rats. It was related with the
diminished expression of the active forms of: GSK3, AMPK, p3ssSMAPK and JNK,
implicated in crucial cellular processes at this stage of growth. We also found a major
content of glycogen and glucose transporters. Finally, we investigated the major
predisposition to suffer from some deleterious effects associated with obesity when
previously undernourished animals were submitted to an enriched diet in calories and
lipids. We found that early undernutrition induced hyperphagic behavior, dislipidemia
and higher accumulation of ectopic fat. These effects could be linked to an altered
development of hypothalamus during suckling (leading to hypothalamic resistance to

insulin and leptin in adulthood).
Conclusions
As regards the first objective:

% Early undernutrition induced changes resulting in a situation which is opposite
to physiological condition concerning hepatic responses to both insulin and
glucagon during suckling period (that means insulin hypersensitivity and
glucagon resistance). Undernutrition led to hypoglycemia and hyperketonemia.
Despite those changes, the liver developed higher capacities for exporting ketone
bodies. However, these disturbances in the endocrine profile and plasma
substrates, coinciding with the brain growth spurt, may cause harmful eftfects on

crucial organs, like Central Nervous System.
Referring to the second objective:

% We proved that insulin, intraperitoneally injected reached the cortex and rapidly
phosphorylated its receptor.
% Higher glycogen levels in the astrocites of undernourished animals, together

with the notably increase of the phosphorylated forms of GSK3, AMPK,



p38MAPK and JNK, could have implications in the correct development of this
organ and increase the risk of suffering from several cognitive deficits and

mental disorders associated with severe food restriction.
Finally, regarding the third objective we can conclude:

% An increase in NPY and diminished levels of POMC as well as the resistance to
insulin and leptin in the hypothalamus, leading to the hyperfagia in the re-fed
rats previously food restricted.

% Also, undernutrition reduced serum leptin levels, influencing on the development
of hypothalamus during suckling, when leptin is very important to its correct
growth.

% After the transference to a high-caloric diet, we found some pathological
consequences in previously undernourished rats not established in controls: a)
deeper increase of the proportion in visceral fat, b) hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia, ¢) ectopic lipid accumulation in liver and skeletal muscle

and an increase in hepatic uric acid level, d) a higher drop in the global

sensitivity to insulin.
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ABREVIATURAS

A

ACC: Acetil-coenzima A carboxilasa

ADNc: Adenosina difosfato ciclico
AGC-kinasas: Kinasas enlazadas a proteinas G
AgRP: Proteina relacionada con Agouti
Akt/PKB: Proteina kinasa B

AMP: Adenosina monofosfofato

AMPc: Adenosina monofosfofato ciclica
AMPK: Proteina kinasa activada por adenosina monofosfato
ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNr: Acido ribonucleico ribosémico

A'TP: Adenosina trifosfato

A'TP: Adenosina trifosfato

Bad: Promotor de muerte asociado a la tamilia Bcl-2 (Bcl-2-associated death promoter)
BAT: Tejido adiposo marrén

Bax: Proteina X asociada a la familia Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein)

Bcl-xL: Proteina extra-larga de célula B de linfoma (B-cell lymphoma-extra large)
BHE: Barrera hematoencefélica

BSA: Albdmina sérica bovina

C/EBPa: Factor de transcripcion relacionado con las proteinas CEBP
CART: Transcrito regulado por cocaina y anfetamina

CCR: Colecistoquinina

CoA: Coenzima A

CPT: Carnitina palmitoil transferasa

CREB: Proteina de unién en respuesta a cAMP (response element-binding protein)



D

Da: Dalton
DAB: tetrahidrocloruro de 3-3’-diaminobencidina
DTT: Ditiotreitol
E
4E-BP1: Proteina de unién al factor 4E en la iniciacién de la traduccién en eucariotas
EDTA: Acido etilén-diamino tetraacético
EGTA: Acido etilén-glicol tetraacético
elF4E: Factor 4E de iniciacién de la traduccién en eucariotas
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Epac: cAMP-dependent guanine-nucleotide-exchange factors for the small GTPases Rapl and
Rap2

ERK: Kinasa regulada por sefal extracelular (extracellular signal-regulated kinases)
FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
Fyn: Protein tirosina-kinasa Fyn

g: Fuerza centrifuga relativa

Gegr: Receptor de glucagén (G-coupled glucagon receptor)

GLP (1 y 2): Glucagon like peptide 1 y 2

GLUTs: Transportadores de glucosa

GP: Glucégeno fostorilasa

Grb-2: Proteina de unién al receptor del factor de crecimiento (Growth factor receptor-
bound protein 2)

GS: Glucégeno sintasa

GSK3: Glucégeno sintasa kinasa 3

GTPasas Rho: Trifosfatasas de guanosina (familia Rho)
HH: Hidracina-hidrato

HLA: Area hipotaldmica lateral

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A



I

i.c.v.: Intracerebroventricular
L.p.: Intraperitoneal
IKKbeta: Kinasa del factor kappa
[L-1: Interleukina 1
[L-6: Interleukina 6
IMC: Indice de masa corporal
iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
IR: Receptor de insulina
IRSs: Sustratos del receptor de insulina
J JAR: Janus kinasa
JNK: Jun kinasa
K kcal: Kilocaloria

kDa: Kilodalton

M

0—MSH: Hormona estimulante de melanocitos

MAPKS: Protefnas kinasas activada por mitégenos

MCP-1: Proteina 1 quimiotactica de monocitos (monocyte chemotactic protein-1)

MCT: Transportador de monocarboxilatos

mTOR: Proteina diana de rapamicina en mamiferos (mammalian target of rapamicin)
N NO: Oxido nitrico

NPY: Neuropéptido Y
O OBR: Receptor de leptina

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OXA: Orexina A



OXB: Orexina B
P P38MAPK: Proteina kinasa de 88 kDa activada por mitégenos
P70S6K: Serina-treonina kinasa de 70 kDa que fosforila a la subunidad ribosomal S6
PAS: Acido peryédico de Schiff
PBS: Tampén fosfato salino
PDK1: Kinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (phosphoinositide-dependent kinase-1)
PEG: Polietilenglicol
PFA: Area perifornical
PH: Dominio de unién a plecstrina
PI3K: Fostatidil inositol 3 kinasa
PIP3: Fostatidil inositol trifosfato
PKA: Proteina kinasa A
PKC: Proteina kinasa C
POMC: Proopiomelanocortina
PP: Polipéptido pancredtico
PPARY: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PTP1B: Protein tirosina fosfatasa 1B
PTPasa: Protein-tirosina fosfatasa
PVDF: Polifluoruro de vinilideno
PVN: Nicleo paraventricular

PYY: Péptido YY

qRT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, cuantitativa en tiempo real
RIA: Radioinmunoensayo
RIPA: Tampén de radioinmunoprecipitacién (Radioimmunoprecipitation assay buffer)
SAT: Tejido adiposo subcutdneo
SDS: Dodecil sulfato sédico



SEM: Error estdndar de la media
SH2: Dominio de unién a SH2 (src homology 2)

SHP2: Tirosina fosfatasa 2 que contiene dominios de homologia Src (tyrosine phosphatase
containing Src Homology 2 domains)

SIDA (VIH): Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Virus de Inmunodeficiencia
Humana)

SNC: Sistema Nervioso Central
SOCS3: Supresor 3 de sefializacién de citokinas
SOS: Proteina 'son of sevenless’

SREBP-1: Protefna 1 de unién a elementos reguladores de esterol (sterol regulatory
element-binding protein 1)

STATS: Sefal 3 transductora y activadora de la transcripcion (Signal transducer and
actrvator of transcription-3)

TBS: Tampén tris salino ( Trzs-buffered saline)
TEA: Trietanolamina

TEC-kinasas: Familia de kinasas Tec
TEMED: N,N, N’ N'-tetrametil-etilén-diamina
TNF-a: Factor alfa de necrosis tumoral

Torc: Trasductor de proteinas de unién a CREB (Transducer of regulated CREB-binding
proteins)

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

TSC1/TSC2: Proteinas de esclerosis tuberosa 1 (hamartina) y 2 (tuberina)
T-TBS: Tampén tris salino enriquecido con Tween

UI: Unidades internacionales

UV: Ultravioleta

VAT: Tejido adiposo visceral

VMN: Nicleo ventromedial

\\%

WAT: Tejido adiposo blanco



32



I. INTRODUCCION






1.- Subnutricion. Antecedentes
1.1.- Subnutricion y obesidad en el mundo: una paradoja

Seguin la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), los tltimos datos reflejan que en el periodo 2010-2012, 870 millones
de personas padecieron hambre crénica. Esta cifra supone una octava parte de la
poblacién mundial y se refiere a personas permanentemente desnutridas por la falta
continuada de alimentos. Este problema de grandes dimensiones afecta
mayoritariamente a los pafses subdesarrollados y en vias de desarrollo. Sin embargo, en
los paises desarrollados “Gnicamente” 16 millones de personas estan subnutridas, cifra
que supone un incremento con respecto de los 13 millones que se dataron en el periodo
2004-2006. El impacto de la crisis financiera actual podria agravar esta situacién. No
obstante, la metodologfa e indicadores de la FAO no permiten, por el momento,
cuantificar los efectos a corto plazo de esa crisis (FAO; Informe SOFI, 2012).

La distribucién geogréfica del hambre se concentra, fundamentalmente, en
regiones de Asia e islas del Pacifico y América del Sur, donde la cifra de hambrientos ha
disminuido en las Gltimas décadas; asi como en Africa, donde el ndmero de personas

subnutridas, por el contrario, se ha incrementado (FAOSTAT, 2010).

Globalmente, un 26% de los nifios menores de cinco afnos estidn malnutridos,
segtn datos de la OMS para 2011. Esta franja de edad es especialmente sensible, puesto
que constituye una etapa crucial de desarrollo y crecimiento. En consecuencia, todos los
sistemas organicos se ven afectados por la falta de nutrientes: desde el Sistema Nervioso
Central, provocando retrasos en el aprendizaje y déficit cognitivos (Bhoomika & col.,
2008), hasta los sistemas cardiovascular e inmunolégico, viéndose aumentada la
susceptibilidad para padecer alteraciones secundarias asociadas con la subnutricién
(afecciones respiratorias, infecciones intestinales) (Beisel, 1996). Muchas personas
desarrollan, incluso, formas de subnutriciéon extremas como kwashiorkor o marasmo,
patologias derivadas de carencias nutricionales muy acusadas y severas (Forrester & col,,

2012).
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En la actualidad, obesidad y subnutricién son problemas que coexisten dentro de
las mismas zonas geograficas. Esta transicién nutricional (subnutricién seguida de
sobrepeso) en pafses como Brasil o la India, se estd produciendo especialmente dentro de
los sectores mas pobres donde las carencias nutricionales eran mas acusadas (Joshi &
col, 2012). Como se detallard mds adelante, hay estudios que demuestran que las
personas que han estado previamente subnutridas presentan una composiciéon corporal y
unas caracterfsticas metabdlicas mas propensas a desarrollar obesidad y la consecuente
acumulacién de grasa ectépica, asi como otras enfermedades asociadas (Victora & col,,

2008; Martins & col., 2004; Bénéfice & col., 2001).

1.2.- Concepto de programacion fetal

Desde el momento en que un individuo es concebido, se van definiendo sus
tuturas caracterfsticas fisiol6gicas e incluso psicolégicas en funcién del entorno en que se
desarrolle. EI concepto de programacion fetal se refiere al proceso por el que un estimulo
o dafio producido durante etapas criticas del desarrollo determinaran consecuencias a
largo plazo, como sugirieron Hales & Barker (Hales & Barker, 1992). Estos autores
propusieron que la nutricién materna podrfa programar precozmente la aparicién de
enfermedades cardiovasculares asi como diabetes de tipo II y obesidad. En concreto, su
hipétesis indica lo siguiente: cuando un organismo es sometido a un ambiente fetal no
adecuado, sufrira alteraciones en algunos érganos clave como el higado o el pancreas, a
expensas de proteger érganos ain mads vitales, como el cerebro (Malamitsi-Puchner,
2006). Con respecto a la nutricién, el feto experimentard estas adaptaciones para
conseguir su supervivencia bajo un estado deficitario. Sin embargo, esto conllevara que
su metabolismo ulterior quede condicionado y cuando las circunstancias cambien (p. e].
abundancia de alimentos), no responderd de manera adecuada al incremento de
nutrientes ni llevard a cabo correctamente el almacenamiento de este exceso. Esta
hipétesis es conocida como “hipétesis del fenotipo ahorrador”. De acuerdo con ella, el
riesgo de sufrir enfermedades metabdlicas a largo plazo aumenta considerablemente
cuando las circunstancias precoces fueron adversas; de hecho, se han realizado
numerosos estudios clinicos y epidemiolégicos que lo confirman (Ford & col., 2007;
Ravelli & col.,, 1999; Barker, 1992). Ademas, el concepto se extiende tanto a condiciones
de nutricién deficiente como a circunstancias de sobrealimentacién materna, asi como a
la exposicién del feto a estrés, hipoxia, infecciones, etc.; estas situaciones y sus

consecuentes riesgos se han esquematizado en la Fig. 1.



Fig.1. Adaptado de Fernindez-Twinn & Ozanne, 2010.

1.3.- El invierno del hambre en Holanda (“Dutch Hunger Winter”) y otras
hambrunas

Durante el invierno de 1944, casi al final de la Segunda Guerra Mundial, la
cantidad de comida disponible en los Paises Bajos era cada vez mas escasa. Como
consecuencia de una huelga de transportes, la ocupacién militar alemana decreté la
paralizaciéon de la entrada de alimentos por cualquier medio, con lo que la situacién de
escasez nutricional se extremé en gran medida. Durante todo el lapso de tiempo que
duré este veto, las raciones de alimentos que recibfan los ciudadanos se estimaron en
400-800 kcal/dfa. Esta situacién afect6 a gente de todas las clases sociales y edades,
incluyendo mujeres embarazadas. Posteriormente, tras la liberacién de los Paises Bajos,
se sucedi6 un periodo de crecimiento econémico en el pais y la alimentacién se normalizé
(Schulz, 2010).

Esta hambruna ha sido objeto de numerosos estudios, pues supone una
experiencia Unica, aunque tragica, para conocer los efectos de una privacién nutricional
intrauterina sobre la predisposicién a enfermedades en las generaciones posteriores (van

Abeelen & col., 2012; Roseboom & col., 2006).
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A lo largo de la historia, otras hambrunas también se han investigado de manera
profusa. Por ejemplo, la que tuvo lugar en Grecia en 1941. Como consecuencia de la
ocupacién de este pafs en la Segunda Guerra Mundial, se bloqueé el transporte naval y,
por tanto, de alimentos. A pesar de la corta duracién de la hambruna, tuvo consecuencias
negativas sobre el desarrollo de los descendientes, que estuvieron sometidos a
restriccién alimentaria intrauterina (Neelsen & Stratmann, 2011). También se han
realizado estudios epidemiolégicos en inmigrantes irlandeses de Estados Unidos cuyos
ascendientes padecieron los efectos de la hambruna en su pafs de origen en 1846; se ha
estimado un mayor ntimero de casos de enfermedad cardiovascular a causa de la
restriccién nutricional de la madre durante ese periodo de escasez (Kelleher & col,
2004). Otro ejemplo es la hambruna de China durante los afios 1959-1961, donde los
descendientes de individuos expuestos a una condicién de hambre aguda presentaron

mayor riesgo de padecer enfermedades mentales en la edad adulta (Huang & col., 2012).

Todos estos dramaticos hechos que, desafortunadamente, se siguen repitiendo en
la actualidad como consecuencia de conflictos armados, catdstrofes naturales,
inseguridad alimentaria y politicas de desigualdad, constituyen notables oportunidades
para cientificos e investigadores. Se trata de descifrar las consecuencias que una
privacién de alimentos durante etapas criticas del desarrollo uterino y postnatal, tienen

sobre la salud en el individuo adulto.

1.4.- Modelos de subnutricion en animales

La posibilidad de profundizar estos estudios en el ser humano es limitada. Para
poder ampliar los conocimientos sobre las consecuencias de la restriccién nutricional
precoz, es necesario escoger modelos animales que permitan reproducir estas situaciones
y observar los efectos negativos a largo plazo en 6rganos y tejidos. El interés principal
de estos modelos es esclarecer las respuestas bioquimicas y fisiol6gicas del organismo
frente a la malnutricién proteica o energética. Los animales de experimentacién
permiten examinar, de manera independiente, los efectos especificos que produce una
manipulacién de la dieta; en cambio, los estudios epidemiolégicos no suelen aclarar los
mecanismos de esos efectos.

Tradicionalmente, se han utilizado diversas especies de animales para llevar a
cabo estudios de subnutricién: rata, ratén, cobaya, oveja, cerdo (Widdowson, 1971) y

primate (Schlabritz-Loutsevitch & col., 2007).



Por su facil manejo en el laboratorio y su amplio historial de resultados en cuanto
a alteraciones posteriores a la subnutricién, para realizar este estudio se escogi6 la rata

Wistar.

Por otra parte, existen distintos tipos de restricciéon nutricional; se pueden limitar
los macronutrientes o los micronutrientes o efectuar una restriccién global proteico-
energética (Bertram & Hanson, 2001); esta tltima es la més frecuente en el ser humano
subnutrido y por ello decidimos aplicarla en este estudio. Nos parece mas ajustada a la
realidad que otros modelos también extensamente publicados, como la disminucién del
flujo de sangre por la arteria uterina (Camprubi & col., 2009) o el incremento artificial

del tamafio de la camada (Mendi, 1988).

Otros factores claves son: la duraciéon de la subnutricién y el momento de inicio
de la misma. Durante la gestacién, existen periodos criticos de la programacién precoz;
lo son, por ejemplo, la implantacién (Kumarasamy & col., 2005) y el desarrollo de la
placenta (Godfrey, 2002). Cuando tiene lugar la organogénesis también se pueden
producir alteraciones y algunos de los érganos pueden quedar dafiados y experimentar
una funcionalidad reducida. En las etapas finales de la gestacién, el crecimiento fetal es
méximo y se produce la maduracién de los tejidos y sistemas para su adaptacién a la vida
extrauterina. Hay estudios demostrativos de que una restriccién nutricional durante este
periodo perinatal también puede producir dafios a largo plazo (Nielsen & col., 2013; He
& col,, 2012). En base a ello, para este estudio se considerdé la fase final de la gestacién
como punto de inicio para establecer el modelo de subnutricién. Por otra parte, se debe
tener en cuenta que el periodo de plasticidad en las especies altriciales (p. e]. roedores y
conejos) es largo, pues se trata de animales que siguen madurando postnatalmente y
muchos de sus sistemas terminan de desarrollarse durante la lactancia. Por el contrario,
los animales precociales (p. ej. humano y oveja) poseen una madurez fisiolégica mayor en
el momento del nacimiento (Romijn & col., 1991). En consecuencia, la nutricién materna
de la rata durante el periodo postnatal también tendrd una importancia critica en el
desarrollo y crecimiento de los diferentes 6rganos y tejidos de la descendencia (Hales &
Ozanne, 2003). Hay que tener en cuenta, finalmente, que el tipo de nutricién posterior al
destete también influye sobre las funciones que se programaron en etapas precoces y

puede amplificar, a largo plazo, sus consecuencias negativas (Ross & Desai, 2005).



1.5.- Subnutricion y homeostasis glucidica

Existen numerosas publicaciones demostrativas de que la subnutricién tiene
efectos sobre diversos aspectos de la homeostasis glucidica. Muchos de esos trabajos se
refieren, concretamente, a las repercusiones de esa condicién sobre la secrecién y/o

acciones de la insulina. En general, aplicando diferentes modelos experimentales, se ha

llegado a la conclusién de que la subnutricién crénica influye sobre la masa de células 3
pancredticas y altera su capacidad funcional, produciendo hipoinsulinemia (Martin & col,,
2004; Grace & col.,, 1990; Crace & col., 1989; Heard & Phil, 1966). Paraddjicamente, esa
restriccién nutricional induce un incremento de la sensibilidad tisular a la insulina, lo
que permite que la tolerancia a la glucosa, pese al déficit de hormona, se mantenga

normal (Escriva & col., 1992; Okitolonda & col., 1987).

Por otra parte, diferentes estudios epidemiolégicos en humanos asf como algunos
trabajos experimentales sugieren con firmeza que cuando la subnutricién precoz es
seguida por una rehabilitacién nutricional con dietas excesivas (p. ej. hipercaldricas) ad
libitum, el riesgo de obesidad estd incrementado (Misra & Khurana, 2008). A su vez, la
obesidad esta asociada a la diabetes de tipo II, como es bien sabido. Dado que el presente
trabajo estd estrechamente relacionado con esta problematica, resumiremos a

continuacién los aspectos actuales més relevantes de la misma.

1.6.- Diabetes de tipo Il y subnutricion precoz

La diabetes de tipo II es una enfermedad heterogénea cuya expresiéon depende de
multiples factores genéticos y ambientales. Aparece més frecuentemente en personas
adultas y se caracteriza por una resistencia a la insulina, que produce hiperglucemia.
Actualmente, esta enfermedad ha empezado a debutar a edades cada vez més tempranas,
hasta el punto de afectar a nifios y jévenes, generando lo que ya se considera
préacticamente como una epidemia (Rosenbloom & col., 1999). Ademés de los factores
genéticos que predisponen a padecer diabetes de tipo II, el factor ambiental que mas
significativamente incrementa el riesgo para desarrollar esta enfermedad es la obesidad.
Se ha llegado a introducir el término “diabesidad” (Astrup & Finer, 2000) para referirse a

este fendmeno.

Sin embargo, paraddjicamente hay numerosos estudios que relacionan esta
enfermedad con la subnutricién precoz (Harder & col., 2007). Como se ha citado en la

seccién 1.2 de esta Introduccién, segin la hipétesis del “fenotipo ahorrador” postulada



por Hales & Barker en 1992, existe una inadecuada respuesta metabédlica por parte del
individuo adulto que estuvo sometido a un ambiente intrauterino desfavorable (Fig. 2).
Por otra parte, la hipétesis del “genotipo ahorrador” postula la transmisién hereditaria
de una serie de genes destinados a favorecer una reserva de sustratos, desde tiempos
ancestrales en que la escasez de alimentos era habitual y la actividad fisica era mas alta
(Neel, 1962). Con el cambio en el tipo de nutricién y el estilo de vida actuales, la
presencia de genes “ahorradores” no resulta apropiada. Las dos hipdtesis se
complementan para explicar esta epidemia de diabetes de tipo II que se ha establecido en

la sociedad moderna (Yajnik, 2004).
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Fig. 2. Representacién original del diagrama del fenotipo ahorrador. (Adaptado de Hales & Barker,
2001).

La diabetes de tipo II genera un gasto sanitario de enormes proporciones debido,
tundamentalmente, a las complicaciones crénicas asociadas (enfermedades
cardiovasculares, hiperlipidemia, etc.). Los pafses desarrollados y los que estidn
experimentando un rapido crecimiento socio-econémico son los que presentan la mayor
prevalencia de esta enfermedad. Al mismo tiempo, las cifras de muerte por las
complicaciones asociadas estdn aumentando especialmente en los paises subdesarrollados

(Aje & Miller, 2009). Brandle & col. calcularon un factor por el que multiplicar el coste
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de un paciente de diabetes de tipo II considerando cada complicacién anadida. Los
pacientes que sufren patologfas cardiovasculares requieren tratamientos adicionales muy
costosos e incluso hospitalizacién (Brandle & col., 2003). A la vista del gran impacto
social y econémico que genera la diabetes, su prevencién y las estrategias para evitar las
complicaciones se han convertido en objetivos prioritarios para la comunidad sanitaria y

cientifica.

2.- Sistema Nervioso Central y subnutricion

La subnutricién precoz puede conducir a un desarrollo anémalo del cerebro. Este
crece rapidamente desde la 10" hasta la 18" semana de la gestacién, en el caso del ser
humano, y se sigue desarrollando hasta los 2 afios de edad. Si la restriccién alimentaria
tiene lugar durante estos periodos cruciales, puede tener consecuencias graves sobre el
crecimiento del Sistema Nervioso Central (SNC). Se afectan no sélo las neuronas, sino
también las células gliales, alterandose el correcto desarrollo de la mielina (Brown &
Pollit, 1996). A pesar de todo ello, el impacto de la subnutricién precoz sobre el SNC ha
sido relativamente menos estudiado. En algunos trabajos se ha investigado el efecto de
esa condicion sobre ciertas patologfas mentales y sobre las actividades intelectuales
superiores. En cuanto a las primeras, se ha concluido que existe mayor riesgo de padecer
esquizofrenia (Susser & col., 2008; St Clair & col.,, 2005) y otras alteraciones psiquicas,
como conducta antisocial y agresiva (Liu & Raine, 2006) y depresiéon (Susser & col,,
1998). En cuanto a las actividades intelectuales superiores, se trata de una cuestién
menos clara. En animales de experimentacién sf se ha comprobado que la subnutricién
produce déficits en la capacidad de atencién, aprendizaje y memoria (Tonkiss & col,,
2000; Almeida & col., 1996). No es ficil, sin embargo, estudiar esta cuestién en nifios
subnutridos, pues suelen provenir de ambientes socio-econémicamente desfavorables y
éstos influyen en la capacidad intelectual. El hambre, como sensacién, incapacita y limita
los recursos psicosomaticos, reduciendo la actividad fisica y mental. En algunos estudios
si que se ha demostrado que los niflos subnutridos presentan altas tasas de
hiperactividad y déficit de atencién, por lo que exhiben mayores dificultades en el

aprendizaje (Ivanovic & col., 2002).



2.1.- Acciones de la insulina sobre el SNC

La insulina ejerce acciones sobre el cerebro porque interviene en la bioquimica
del SNC, contrariamente a lo que se postulaba hace unos afos. Se ha demostrado que
esta hormona atraviesa la barrera hematoencefalica por medio de un transportador. Los
primeros estudios en los que se comprob¢ esta capacidad fueron los de Elgee y Haugaard
(Elgee & col., 1954; Haugaard & col.,, 1954). Posteriormente, estas investigaciones se
confirmaron con los andlisis de insulina ex6égena marcada radiactivamente, que pusieron
de manifiesto un transporte de la hormona a través de la barrera hematoencetilica
mediante un mecanismo dependiente de saturaciéon (Baura & col., 1993; Schwartz & col.,
1992). El receptor de insulina (IR) se encuentra distribuido por todo el cerebro, siendo
especialmente abundante en el bulbo olfatorio, corteza cerebral, hipotdlamo, hipocampo
y cerebelo (Wozniak & col., 1993; Havrankova & col., 1978). Una caracteristica comin
de las regiones ricas en IRs es que se trata de campos con abundantes conexiones
sindpticas y arborizaciones dendriticas (Werther & col.,, 1987). En comparacién con las
células gliales, los receptores de insulina (IR) son mds abundantes en las neuronas
(Unger & col., 1989) y sus niveles van disminuyendo con la edad, lo que indica que existe
una asociacién entre la sefial insulinica y el envejecimiento (Bosco & col., 2011; Chung &
col,, 2002). Cuando la hormona llega a los receptores del SNC, se desencadenan vias de

sefiales idénticas a las bien caracterizadas en tejidos periféricos.

Las funciones que ejerce la insulina en el SNC son variadas, siendo las mas
importantes las relacionadas con la ingesta y el equilibrio energético (en los centros
hipotalamicos del hambre y la saciedad) (rev. por Plum & col., 2006) as{ como con las

funciones cognitivas (en la corteza cerebral).

En general, los efectos de esta hormona en el SNC son contrarios a los que
produce en los tejidos periféricos. Por ejemplo, induce un incremento de los niveles de
glucosa en sangre y una disminucién de la ingesta y del peso corporal. Ademds, actuando
sobre el SNC, la insulina conduce a una disminucién de su concentracién en sangre (rev.
por Banks & col., 2012). Por otra parte, tras inyecciones i.c.v. a corto y a largo plazo, se
ha observado tinicamente un discreto estimulo sobre el metabolismo energético cerebral,
en estudios llevados a cabo en ratas (Figlewicz & col,, 1995). La insulina también estéd
intimamente conectada con otros péptidos cerebrales que actian en vias especificas,
como el circuito de recompensa (Figlewicz, 2004; Gosnell & col., 1986). Finalmente,

muchos estudios sugieren que la insulina ejerce funciones como factor de crecimiento en



el SNC: esta implicada en la sinaptogénesis, proliferacién y arborizacién dendritica

(Nelson & col., 2008).

Se ha demostrado en numerosas publicaciones, referidas tanto a animales como a
humanos, que la insulina puede actuar sobre las funciones cognitivas. Por ejemplo, estd
implicada en los procesos que regulan la memoria (Benedict & col., 2004). No es extrafio
pues, que el deterioro de las acciones hormonales en el SNC se asocie con enfermedades
cuyo sfntoma principal es la pérdida de memoria, como ocurre en la enfermedad de
Alzheimer. Ademads, la administracién de insulina enlentece el desarrollo de la
enfermedad y mejora la memoria en estos pacientes (Craft, 2007). Algunos autores
denominan “diabetes de tipo III” a esta patologia neurolégica. La insulina también esta
implicada en el riesgo de padecer depresién y otras alteraciones de la conducta, como se
ha visto en diabéticos de tipo II (Awad & col., 2004). Otros estudios realizados en nifios
diabéticos de tipo I, ponen de manifiesto la mejora de su rendimiento escolar y su
comportamiento al comenzar a recibir tratamiento con insulina (Biessels & Gispen,
2005). Todas estas observaciones y datos indican que la insulina acttia sobre la capacidad

cognitiva.
2.2.- Requerimientos energéticos de las células nerviosas

A pesar de las importantes acciones directas que la insulina ejerce sobre el SNC,
la captacién de glucosa por el tejido nervioso no esta regulada por esta hormona, al
contrario de lo que ocurre en otros tejidos periféricos. Todos los transportadores de
glucosa de las células cerebrales: GLUT-1 (presente en los astrocitos), GLUT-3 (en las
neuronas) y GLUT-5 (presente principalmente en las células de la microglia) son
independientes de la insulina (McEwen & Reagan, 2004). Mediante el GLUT-1 y por
difusién facilitada, el monosacarido es transportado desde los capilares sanguineos hacia

el cerebro (Oldendorf, 1971).

La glucosa constituye el principal sustrato energético de las células nerviosas. Sin
embargo, durante periodos de ayuno prolongado éstas pueden utilizar los cuerpos
ceténicos y el lactato (White & Venkatesh, 2011; Pardridge, 1998) como alternativa
(Robinson & Williamson, 1980). Se trata de la recuperacién de una capacidad propia de

las etapas precoces del desarrollo, como se explica a continuacién.



2.2.1.- Sustratos energéticos a lo largo del desarrollo

El tipo de sustratos metabdlicos utilizados por el cerebro va cambiando en
funcién de la etapa del desarrollo. In utero depende exclusivamente de la glucosa. En
etapas tempranas, el lactato tiene gran importancia, especialmente en el nacimiento.
Después aumenta el uso de cuerpos ceténicos y glucosa, a lo largo de la lactancia. Tras el
destete, el metabolismo cerebral depende exclusivamente de la glucosa, en condiciones
normales. Estos cambios en el requerimiento de sustratos estdn acompafiados de
alteraciones en su disponibilidad, en su transporte y en las actividades de las enzimas

implicadas en su produccién y/o utilizacién (Prins, 2008).

Todo ello se conoce particularmente bien en la rata. Durante la lactancia de este
roedor, en su higado estdn incrementadas las enzimas productoras de cuerpos ceténicos
y por eso presenta altos niveles circulantes. También posee un ntmero mayor de
transportadores en la barrera hematoencefélica (Booth & col., 1980). Durante el periodo
de utilizacién méxima de estos sustratos, la lactancia, la capacidad del cerebro para
captar hidroxibutirato es seis veces superior a la que tiene el 6rgano adulto (Cremer &
col, 1976; Hawkins & col, 1971). Tras el destete, se produce un descenso de la
concentracién de cuerpos ceténicos en sangre y la capacidad para captarlos disminuye
porque se produce una regulacién negativa de los genes que transcriben transportadores

de monocarboxilatos.

Los cambios en el metabolismo de la glucosa durante el desarrollo son maés
graduales. En el nacimiento, la glucemia es baja; sin embargo, aumenta progresivamente
hasta el dfa postnatal 10, en el que alcanza el nivel propio del adulto. En cuanto a los
transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUTS) y las actividades de las enzimas de la
glucolisis, ese nivel no se alcanza en el cerebro hasta el dia postnatal 30 (Vannucci &

Simpson, 2003; Nehlig & col., 1987; Leong & Clark, 1984).

Por otra parte, existen diversos estudios en los que se han demostrado efectos
neuroprotectores de los cuerpos ceténicos. Entre otros, mejoran la bioenergética celular,
ejercen acciones antioxidantes y anti-inflamatorias y tienen propiedades antiapoptdticas
(Maalouf & col., 2009; Veech, 2004). Cabe indicar, finalmente, que el metabolismo de los
cuerpos ceténicos en el SNC humano tiene caracteristicas similares a las que se han
observado en los roedores. Ademads, son sustratos claves cuando se produce un dafo
cerebral; hay, incluso, intentos de minimizar esas lesiones mediante su administracién

terapéutica (rev. por White & Venkatesh, 2011).
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La protein kinasa AMPR (5'-Adenosine monophosphate-activated protein kinase) es
un sensor del estado energético celular. Se trata de un heterotrimero compuesto por una
subunidad catalftica a y dos subunidades regulatorias, B y y. Se han descrito dos
isoformas de cada una de ellas (a1l y a2, B1 y B2, y1 y y2). La composicién de las
subunidades es diferente en cada tejido y en cada célula. La AMPK fosforila numerosas
proteinas implicadas en la regulaciéon del metabolismo energético como son: HMG-CoA
reductasa, acetil-CoA carboxilasa, hormona sensora de lipasa, creatina kinasa y
glucégeno sintasa. Como se ha indicado, esta kinasa ejerce una funcién fundamental en la
adaptacién de las células a la escasez energética. Cuando la AMPRK se activa, las vias
anabdlicas como la sintesis de glucégeno, colesterol y acidos grasos se inhiben, para
reducir la utilizacién de ATP. Ademds, se inician una serie de procesos para compensar
el déficit energético, como son: aumento de la captacién de glucosa, de la glucolisis y de
la oxidacién de los 4cidos grasos, para mantener unos niveles de ATP adecuados. La
activacion de la AMPK ocurre mediante un complejo mecanismo a través de AMP que
implica cambios alostéricos asf como en el estado de fosforilacién (rev. por Culmsee &

col., 2001).

Dado que el cerebro tiene una alta tasa metabdlica y es al mismo tiempo muy
sensible a cambios en los suministros de oxigeno y energfa, la funcién de la AMPK es
tfundamental para la supervivencia neuronal. De hecho, se ha probado que la AMPK
promueve la supervivencia celular bajo condiciones de disponibilidad de energia reducida

(rev. por Culmsee & col., 2001).
2.2.2.- Origen hepatico de los cuerpos ceténicos

La cetogénesis es un proceso mitocondrial por el que el acetil-CoA, derivado
principalmente de la beta oxidacién de los 4cidos grasos, se introduce en la via HMG-
CoA y a través de cuatro reacciones (Fig. 3) se convierte en acetoacetato y beta-
hidroxibutirato, cominmente llamados cuerpos ceténicos porque pueden originar

acetona (Hegardt, 1999).



Acetoacetil-CoA tiolasa

Acetil-CoA + Acetil-CoA > Acetoacetil-CoA + CoA

HMG-CoA sintasa

Acetoacetil-CoA + Acetil-CoA HMG-CoA + CoA

v

HMG-CoA liasa

HMG-CoA Acetoacetato + Acetil-CoA

v

B-Hidroxibutirato

Acetoacetato + NADH + H* deshidrogenasa B-Hidroxibutirato + NAD*

v

Fig. 3. Reacciones enzimaticas de la cetogénesis. Adaptada de Hegardt, 1999.

La cetogénesis se produce fundamentalmente en el higado pero también ocurre
en el intestino de mamifero durante la lactancia y, en menor proporcién, en el rifién y en
los astrocitos de la corteza cerebral del neonato (Cullingford & col., 1998; Vizquez &
col,, 1998; Thumelin & col., 1993; Hahn & Taller, 1987). El ayuno y la lipolisis inducen
este proceso que puede intensificarse en la diabetes. En el paso de la condicién
alimentacién-ayuno, la utilizacién de glicidos y la sintesis de acidos grasos se inhiben y
se reemplazan por la oxidacién de los 4cidos grasos, proceso previo a la cetogénesis. Es
decir: el inicio de esta via depende del estado metabdlico del organismo y su control
depende de la entrada de acidos grasos a la mitocondria, regulada por la carnitina
palmitoil transferasa (CPT I) (Williamson & Whitelaw, 1978). Otro factor regulador de
la cetogénesis es la expresion de los genes especificamente implicados en el proceso:
CPT I (Mascar6é & col, 1998) y HMG-CoA sintasa mitocondrial (Rodriguez & col,,
1994). El importante papel de la CPT I fue estudiado por McGarry (rev. por McGarry &
col,, 1989) mientras que Williamson (Williamson & col., 1998) fue el primero en
proponer que la HMG-CoA sintasa es la enzima limitante de la ruta cetogénica, tras

estudiar la producciéon de acetoacetato en particulas de higado sonicadas.

2.2.3.- Transportadores de cuerpos cetonicos: MCTs

Los 4cidos monocarboxilicos como el piruvato o el lactato tienen una funcién
muy importante en el metabolismo de las células. Para su transporte, los MCTs son
esenciales y también se encargan del transporte de los derivados del metabolismo de la
leucina, valina e isoleucina, asi como del transporte de los cuerpos cetdnicos:
acetoacetato y beta-hidroxibutirato. Se trata de un transporte no dependiente de ATP,
sino de gradiente. Se han encontrado hasta diez formas de MCTs. Cada una de ellas

tiene una funcién especifica y distinta expresién tisular. Por ejemplo, MCT1 y MCT4 se
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expresan en la mayoria de tejidos; sin embargo, MCT3 se encuentra exclusivamente en

el epitelio pigmentario de la retina (rev. por Halestrap, 2012).

El cerebro tiene la capacidad de ajustar la expresién de los transportadores de
monocarboxilatos en funcién de sus requerimientos especificos de energfa bajo distintas
situaciones fisiolégicas (rev. por Halestrap, 2012). Hay estudios que demuestran que la
expresiéon de los MCTs, efectivamente, experimenta cambios. Por ejemplo, la expresién
de MCT1 en las células endoteliales del cerebro es 25 veces mayor en el neonato que en
el adulto (Vannucci & Simpson, 2003; Leino & col,, 1999). De la misma forma, los
mayores niveles de expresion de MCT'1 (isoforma no endotelial) y MCT?2 se alcanzan en
torno al dfa 15 postnatal. Las neuronas expresan gran cantidad de MCT2 y esta
isoforma tiene una gran afinidad para captar lactato y cuerpos ceténicos e introducirlos
en las células cuando hay concentraciones bajas de estos metabolitos (Pellerin & col.,
2005). Estos cambios en la expresién de algunos MCTs en diferentes tipos celulares
coinciden con la formacién de la barrera hematoencefalica. En el cerebro adulto tanto
lactato como cuerpos ceténicos se consideran sustratos energéticos importantes en
determinadas situaciones; por eso, la plasticidad en la expresiéon de los MCT's también es
propia del cerebro adulto y va ligada a la disponibilidad de sustratos en la circulacién.
Una excepcién es el MCT4, forma exclusiva de astrocitos, que sélo se modifica
fisiol6gicamente en las etapas perinatales, mientras que en el cerebro adulto se altera

solamente en algunas circunstancias patolégicas (Pellerin & col., 2005).

En el higado, las isoformas presentes de los transportadores de monocarboxilatos
son distintas en cada especie. En la rata, la isoforma mayoritaria es el MCT1 y se

encuentra fundamentalmente en la regién periportal (Jackson & col., 1997).

3. Regulacion de la ingesta

El control del peso corporal estd basado en un equilibrio homeostético entre el
gasto de energfa y la acumulacién de reservas. Sin embargo, asi como hay muchos
mecanismos que promueven la acumulacién de grasa y conducen a una ganancia de peso,
hay muy pocos que impulsen la pérdida (Druce & col., 2004).

En general, se puede hablar de dos sistemas de regulacién de la ingesta: a) a corto
plazo: previene la sobrealimentacién en cada comida y los factores implicados son
hormonas como la grelina o colecistoquinina (CCK); b) a largo plazo: se encarga del

mantenimiento de las reservas de energfa adecuadas, almacenadas en forma de grasa. Las



principales hormonas que participan en esta dltima regulacién son: insulina y leptina,

ademas de otros factores (Druce & col., 2004).
3.1.- Eje insulina-glucagon

Desde que Banting & Best descubrieron la insulina en los afios 20 (Banting &
Best, 1922), la investigacién sobre esta hormona es exhaustiva. Es clave tanto para
controlar el nivel plasmatico de glucosa como para regular su captacién por la célula. La
insulina es sintetizada por las células B de los islotes de Langerhans. En humanos esta
codificada por un gen situado en el brazo corto del cromosoma 11 y su peso molecular es
de 5808 Da. Estd formada por dos cadenas polipeptidicas diferentes, la A, de 21
aminoacidos y la B, de 30, unidas entre si mediante puentes disulfuro. Se sintetiza como
preproinsulina inactiva y mediante procesamientos proteoliticos se convierte en la
molécula activa (Graham & col.,, 2008). El mecanismo de actuacién de la insulina se

detalla en la secciéon 38.4.1 de esta Introduccidn.

El glucagén es una hormona segregada por las células O-pancreéticas. Su funcién
es estimular la glucogenolisis y la gluconeogénesis, principalmente en los hepatocitos.
Su secrecién aumenta en situaciones de hipoglucemia o con el ejercicio fisico y disminuye
en situaciones de abundancia en la energética celular. Esta hormona estd compuesta por
29 aminodcidos y junto con otros péptidos como GLP-1 y GLP-2, procede de las
modificaciones postraduccionales del proglucagén, una molécula codificada por el gen
Gcg. Las enzimas encargadas de realizar estas modificaciones son: la prohormona-
convertasa 2 de las células alfa, en el caso del glucagén, y la prohormona-convertasa 1
de las células L del intestino, en el caso de los GLPs (Kiefter & Habener, 1999). Para
llevar a cabo sus acciones, el glucagén se une a su receptor (Gegr) (acoplado a proteina
G), activando a la protefna Gs y promoviendo la actividad de la adenilato ciclasa, con el
consecuente aumento en la produccién de AMPc. También se activan otras sefiales como
Epac, Torc, PRKA y CREB (Koo & col., 2005; Jelinek & col., 1993; Wakelam & col., 1986).
Asi como fosfolipasa C (Aromataris & col., 2006), AMPK (Kimball & col., 2004), p38
MAPK y JNK (Chen & col., 1998); estos mecanismos aiin no se conocen en profundidad.

En la Fig. 4, se presenta una imagen esquematica de la via de actuacién de esta hormona.
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Fig. 4. Figura esquematica de la sefializacion del glucagén. Adaptado de Jiang & Zhang, 2003

La insulina y el glucagén son hormonas con efectos antagénicos. Actian para
lograr el mantenimiento de la glucemia, equilibrando la entrada de glucosa al torrente
sanguineo y la captacion de ésta por los tejidos. Tras la ingesta de alimentos, la insulina
se libera para acelerar la utilizacién de la glucosa y disminuir su concentracién en la
sangre. Para ello, esta hormona genera una serie de acciones: 1) estimula la captacién del
monosacarido por los tejidos sensibles a ella, como son: musculo esquelético y tejido
adiposo; 2) aumenta el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno en el
musculo y en el higado (glucogenogénesis), y en forma de triglicéridos en el tejido
adiposo (lipogénesis); 3) inhibe la sintesis de novo de glucosa (gluconeogénesis). Durante
el ayuno, disminuyen los niveles de insulina y aumenta la secrecién de glucagén. Esto
facilita los efectos contrarios: 1) liberacién de glucosa, almacenada en forma de
glucégeno, por parte del higado (glucogenolisis); 2) degradacién de triglicéridos por el
tejido adiposo (lipdlisis) y 3) activacién de la gluconeogénesis (Tortora & Grabowsky,

2003).

Ademds del higado, musculo y tejido adiposo, otros tejidos como el tracto
gastrointestinal y la médula adrenal, actiian en conjuncién con el pancreas endocrino
para regular la homeostasis glucidica (Gerich, 2000). Por otra parte, muchos estudios

han demostrado un importante papel del sistema nervioso sobre la funcién pancredtica.



El pancreas endocrino se encuentra compleja y ampliamente inervado por el sistema
auténomo. Principalmente a través de ramas del nervio vago (control parasimpatico) y
del esplacnico (control simpdtico), ademas de otros estimulos recibidos a través del eje
entero-insular (Woods & Porte, 1974). Todas las sefales aferentes son recogidas e
integradas por los centros superiores del Sistema Nervioso Central para controlar la
secrecién pancredtica de estas dos principales hormonas reguladoras de la glucemia,

insulina y glucagén.
3.2.- Hipotalamo

Muchos desérdenes en el equilibrio alimenticio se han atribuido desde la mitad
del siglo XX al hipotdlamo. Es una regién clave del Sistema Nervioso Central implicada
en el control del apetito junto con otras como: el nicleo del tracto solitario, la amigdala,

la corteza prefrontal y el drea postrema.

El Sistema Nervioso Central recibe numerosas seflales periféricas,
fundamentalmente desde la mucosa gastrointestinal y el tejido adiposo. Estas sefales
son integradas a través del nicleo del tracto solitario y conducidas hasta los centros
reguladores de la ingesta en el hipotdlamo, para generar una respuesta (Fig. 5). Algunos
de estos centros implicados directamente en el comportamiento alimentario son: el 4rea
hipotaldmica lateral (HLA), donde se encuentra el 4rea perifornical (PFA), y el nutcleo
paraventricular (PVN); éstas funcionan como “centro de hambre”. Por el contrario, el
nidcleo ventromedial (VMN) actia como “centro de saciedad”. Es destacable el nucleo
arcuato, centro de integracién de sefiales para activar el hambre o la saciedad. Este
nacleo contiene poblaciones de neuronas capaces de expresar neuropéptidos
orexigénicos y anorexigénicos. Si el hipotalamo recibe sefiales activadoras del apetito, se
estimulardn las neuronas que expresan los péptidos orexigénicos: neuropéptido Y (NPY)
y péptido relacionado con Agouti (AgRP), determinando la activacién del centro del
hambre (HLA y PVN). Por el contrario, si las sefiales recibidas son inhibitorias del

apetito, se estimularan las neuronas que expresan los neuropéptidos anorexigénicos:
proopiomelanocortina (POMC) y derivados de la hormona estimulante de 0-melanocitos

(a-MSH), asi como el transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART); con ello se

activara el centro de saciedad (VMN) (Vettor & col., 2002).
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Fig. 5. Control neuroendocrino. Adaptado de Schwartz & col., 2000
3.3.- Factores reguladores del apetito a corto plazo

La grelina es la principal hormona que posee propiedades orexigénicas. Es un
péptido de 28 aminoacidos, secretado fundamentalmente por las células endocrinas de la
mucosa estomacal y liberado cuando el estémago estd vacio. Por lo tanto, las
concentraciones plasmaticas més altas coinciden con los periodos de ayuno. Las primeras
dianas hipotaldmicas sobre las que actta la grelina son las neuronas orexigénicas que
liberan NPY y AgRP al hipotidlamo lateral (HLA) para generar efectos orexigénicos

(Currie & col., 2005). También se pueden inhibir las neuronas del nicleo arcuato que

expresan POMC y a-MSH, que son las mediadoras del efecto anorexigénico en el ntcleo
ventromedial (VMN) (Konturek & col., 2004). Ademds, la grelina circulante disminuye la
liberacién de leptina y viceversa, la leptina reduce la concentracién de grelina en plasma
(Konturek & col.,, 2003). Por lo tanto, los efectos positivos de la leptina sobre la
reduccién del peso corporal se deben no sélo a su accién central sobre el hipotalamo,

sino también a su accién inhibitoria de la liberacién de la grelina.

Por otra parte, existen otras moléculas que actian como estimuladores del
apetito e intervienen en la regulacién de la homeostasis energética, como la orexina A

(OXA) y la orexina B (OXB) (Kirchgessner, 2002).



El principal péptido inhibidor de la ingesta a corto plazo es la colecistoquinina
(CCR). Se localiza en la mucosa intestinal y en el plasma, en forma de numerosas
variantes moleculares derivadas de las modificaciones post-traduccionales del gen cck.
Esta hormona se segrega en el tracto gastrointestinal. La CCK y la distensién géstrica,
transmitida a los receptores del nervio vago, son capaces de activar los péptidos
anorexigénicos en el nicleo arcuato del hipotdlamo para estimular el centro de la
saciedad e inhibir el centro del hambre (Schwartz & col., 1999). Se han identificado otros
péptidos intestinales que también acttan inhibiendo el apetito. Son el polipéptido

pancreatico (PP), el péptido YY (PYY) y el péptido parecido al glucagén (GLP1).
3.4.- Mecanismos de control de la ingesta a largo plazo: insulina y leptina

La insulina y la leptina son, probablemente, las dos hormonas principalmente
implicadas en el control del equilibrio energético. No sélo por sus acciones periféricas,

sino también por sus efectos en el SNC, los cuales se describen a continuacién.
3.4.1.- Via de senales de la insulina

Probablemente la principal regién del SNC sobre la que acttia la insulina es el
hipotédlamo, a donde llega a través de la sangre. El mecanismo por el que realiza sus
acciones en el SNC es el mismo que en los tejidos periféricos; esta hormona conduce a la

activaciéon de diferentes vias de sefiales, que se resumen a continuacién (Fig. 6).
Receptor de insulina y sus sustratos

El receptor de insulina es un tetrdmero con dos subunidades O y dos B (a2/p2).
Funciona como una enzima alostérica en la que la subunidad O inhibe la actividad

tirosina kinasa de la cadena 3. Se conocen dos isoformas del receptor cuya afinidad por la

hormona y distribucién tisular difieren. Cuando la insulina se une a la parte extracelular

del receptor, la subunidad O desreprime esa actividad tirosina kinasa y esto conduce a la
autofosforilacién en numerosos residuos de tirosina especialmente en las posiciones
1158, 1162 y 1163. Con ello, a continuacién, se fosforilan tirosinas de los sustratos del
receptor o IRSs. Se conocen cuatro formas de IRSs; sin embargo, IRS-1 e IRS-2 son las
més ampliamente distribuidas en los tejidos. Las tirosinas fosforiladas de los IRSs acttian
como sitios de unién de protefnas que contienen dominios SH2. Algunas de estas
proteinas son moléculas adaptadoras, como la p85 (subunidad reguladora de la PISK),

Grb2 y Crke2 que activan protefnas G pequefias. También se han identificado otras, como



la fosfotirosina fosfatasa SHP2 y la regién citoplasmatica de la tirosina kinasa Fyn
(Saltiel & Kahn, 2001). Para los propésitos de este trabajo los efectos mas importantes

son los que se producen sobre PISK, que se resumen a continuacion.
Via PIsK/Akt

La PISK (fosfatidil inositol 8 kinasa) tiene una funcién fundamental en las
acciones de la insulina. Est4 constituida por dos subunidades: una catalitica (p110) y una
reguladora (p85). Esta ultima posee dos dominios SH2 que, como se ha dicho,
interaccionan con las regiones fostoriladas en tirosina de los IRSs. Se han identificado
unas ocho isoformas de la p85 que derivan del splicing alternativo de al menos tres genes
diferentes. Las funciones de estas isoformas no se conocen por completo, aunque se sabe
que estén implicadas en la activacién de la enzima (Saltiel & Kahn, 2001). La interaccién
de p85 con los dominios SH2 de los IRSs induce la activacién de la subunidad catalitica
p110. Esta cataliza la fosforilacién del fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato, en la posicién 8
del anillo del inositol para producir fosfatidil inositol (3, 4, 5) trifosfato (PIP3). Este se
une a dominios de homologia plecstrina (PH), que contienen una gran variedad de
proteinas, y esa unién produce la alteracién de la actividad o de la localizacién subcelular
de las mismas. Entre éstas se encuentran, por ejemplo, algunas AGC-kinasas,
intercambiadores de guanina de la familia de GTPasas Rho y miembros de las TEC-
kinasas. Uno de los principales blancos de PIP3 es la serina-treonina kinasa PDK1.
Cuando este fosfolipido interacciona con el dominio PH de PDK1 se activa y ello
conduce, a su vez, al reclutamiento hacia la membrana de la proteina Akt/PKB, asi como
a su fosforilacién en la treonina 308, lo cual la activa parcialmente (Cross & col., 1995).
El complejo mTORC2, del cual se tratard mas adelante, cataliza otra fosforilaciéon de
Akt/PKB, en la serina 473. Estos cambios inducen la activacién completa de la Akt (Gu

& col, 2011; Sarbassov & col., 2005).

Otra proteina blanco de PDK1 es la PKC(; ésta, a continuacién, experimenta su
activacion completa mediante autofosforilacién y despliegue estructural. Constituye una
de las isoformas llamadas “atipicas” dentro de la familia de las PKC y ejerce un papel
importante al intervenir en algunos efectos de la insulina, como la captacién de glucosa

por el musculo (rev. por Farese & Sajan, 2010).

La activaciéon de Akt/PKB constituye un hecho crucial, porque est4 implicada en
la regulacién de multiples funciones celulares. Presenta tres isoformas, cuya expresién

tisular y localizacién subcelular mayoritaria son heterogéneas: Akt/PKB1 (ubicua,



citoplasmatica), Akt/PKB2 (en los tejidos clasicamente sensibles a la insulina, asociada a
mitocondrias) y Akt/PKB3 (en tejido nervioso nuclear) (Santi & Lee, 2010). Una de las

principales protefnas fosforiladas por Akt/PKB es la GSKS3.

La GSK3 fue denominada asi porque se descubri6 por vez primera como la
causante de la fosforilaciéon de la glucégeno sintasa. Aunque se ha conservado esa
denominacién, ahora se sabe que acttia sobre muchas otras proteinas, regulando las vias
en las que participan. La gran variedad de efectos de la GSK3 es la causa de que sus
alteraciones estén implicadas en la etiologfa de numerosas enfermedades: diabetes,
inflamacién, patologfas cardiovasculares y del sistema nervioso, etc. (rev. por Takahashi-

Yanaga, 2013). Esta kinasa presenta dos isoformas: O y 3. Las fosforilaciones de GSK3a

en la serina 21 y de la GSK3[3 en la serina 9 conducen a la inhibicién de su actividad. Es
destacable, pues, que la accién insulinica estimule las fosforilaciones de Akt/PKB y
GSKs3, produciendo la activacién de la primera y la inhibicién de la segunda. Por otra
parte, la fosforilacién de GSK3 también puede ser catalizada por otras kinasas (Grimes &

Jope, 2001) (Fig. 6).

Otra de las proteinas blanco de Akt/PKB es mTOR. Se trata de una kinasa que
interviene en la regulacién de diversos procesos celulares, entre ellos: crecimiento,
proliferacién, sintesis proteica y biogénesis de ribosomas. mTOR forma parte de dos
complejos distintos, denominados mTORC1 y mTORCZ2, en cuya composicién
intervienen otras protefnas; mTOR constituye la subunidad catalitica de esos complejos.
Una de las principales acciones de mTORCI1 es fosforilar a la protefna 4E-BP1; ésta se
encuentra unida al factor de iniciacién elFF4E y lo “secuestra” impide que intervenga en
la fase inicial de la traduccién. Cuando 4E-BP1 se fosforila, el factor de iniciacién queda

libre y con ello se estimula la sintesis proteica (rev. por Dowling & col., 2010).

Otro sustrato de mTORC1 es P70S6K, que cataliza la fosforilaciéon de algunas
protefnas integrantes de los ribosomas, lo que tiene como consecuencia un aumento de la

sintesis de proteinas y de la biogénesis ribosomal (Fig. 6).

El complejo mTORC1 también es capaz de modular negativamente la autofagia,

proceso que se activa cuando se inhibe dicho complejo.

La actividad de mTORCT es frenada por un complejo integrado por dos proteinas
muy desiguales, llamado TSC1/TSC2. La Akt/PKB cataliza la fosforilacién de ese

complejo (como hacen otras kinasas), provocando su inhibicién; en este efecto inhibitorio
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estd implicada Rheb, una proteina G. Asi, de manera indirecta, la Akt/PKB actta como

regulador positivo de mMTORCI1.
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Fig. 6. Esquema de la sefializacién de la insulina. Adaptado de Huang & col., 2010.

Via de las MAPKs

Las MAPKs son una familia de serina-treonina kinasas que catalizan la
tfosforilacién de miultiples proteinas y, de este modo, intervienen en la regulacién de
numerosas funciones celulares: expresién de genes, organizaciéon del citoesqueleto,
homeostasis de sustratos, etc. Comprende cuatro subfamilias: ERK, ERK5, JNK y
p38MAPK. El funcionamiento de cada uno de estos subgrupos implica, en el origen, la
interaccién de muchos ligandos con una amplia variedad de receptores (p. ej. tirosina-
kinasas, como el receptor de insulina). A continuacién se activan secuencialmente
componentes de vias de sefiales que no se detallan en este resumen. A veces, esas vias
implican a los IRSs; otras veces intervienen las protefnas adaptadoras SHC y SHP2 las

cuales, por medio de SOS y Grbg, conducen la activacién inicial hacia una secuencia



central, formada por las proteinas Ras, Raf y MEK a través de la cual se estimulan,

finalmente, las MAPKs (rev. por Gehart & col., 2010) (Fig. 6).

3.4.2.- Via de seiiales de la leptina

La leptina es un péptido, no glucosilado, de 16 KDa y se le considera como una
hormona. Se produce fundamentalmente en los adipocitos blancos aunque otros tipos
celulares (mucosa del estémago, musculo esquelético, epitelio mamario, placenta, médula
6sea y pituitaria) también son fuentes de leptina (Ahima & Flier, 2000; Wauters & col.,
2000). Tiene una estructura similar a la de otros miembros de la familia de citoquinas de
IL-6. Sus efectos se producen en todos los tipos celulares que poseen su receptor; como
citoquina, también actta localmente de forma paracrina o autocrina. Después de su
sintesis, la leptina es segregada a la sangre. Se ha considerado como un péptido anti-
esteatdtico y anti-lipogénico, puesto que disminuye el metabolismo no oxidativo de los
acidos grasos y, por tanto, protege frente a la lipotoxicidad (Unger, 2000). Su funcién
primordial es actuar sobre los centros hipotaldmicos (sobre todo en el ntcleo arcuato)
para intervenir en la homeostasis energética, pues inhibe la expresién de los péptidos
orexigénicos NPY/AgRP y estimula la de los anorexigénicos POMC/CART (Cowley,

2001). Funciona, por lo tanto, como una sefial de saciedad.

Las personas obesas tienen elevados niveles de leptina en plasma, proporcionales
a su cantidad de grasa corporal, lo que parece contradecir el efecto saciante de la
hormona. Sin embargo, esa situacién conocida como “resistencia a la leptina” a veces se
atribuye a la incapacidad de la hormona circulante para alcanzar sus dianas en el
hipotdlamo, debido a un transporte deficitario asociado, quizd, a algin fallo en la
microcirculacién (Banks & Farrell, 2008); otra posibilidad, es una alteracién en la
cascada de sefializaciéon (Munzberg & Myers, 2005). En ambas circunstancias, los efectos

anti-obesigénicos de la hormona se ven limitados (Sahu, 2003).

Para llevar a cabo sus acciones, la leptina actia a través de una cascada de

sefiales, como se describe a continuacion.
Receptor de leptina

El receptor de leptina (OBR) pertenece a la clase I de los receptores de
citoquinas. Es una protefna que atraviesa la membrana. Su porcién extracelular tiene

cuatro dominios de fibronectina tipo III, as{ como restos de aminodcidos muy



conservados (Tartaglia & col., 1995). Su porcién intracelular carece de actividad tirosina
kinasa (Ghilardi & Skoda, 1997). Tiene seis isoformas que se generan por splicing
alternativo del ARNm codificado por el gen db. Su regiéon extracelular es similar en
todas ellas; se diferencian fundamentalmente en la regién intracelular asf como en su
tuncién. Las isoformas OBRa, OBRc y OBRd tienen regiones intracelulares cortas de 34,
32 y 40 aminodcidos, respectivamente, y su funcién estd relacionada con la
internalizacién de la leptina en la célula para su posterior degradacién (Chua & col,
1996). OBRe es un receptor soluble que carece de las regiones transmembrana e
intracelular; se encuentra circulando por la sangre y no se produce por splicing
alternativo, sino que parece ser generado a partir de los otros receptores. Tiene una
funcién importante, pues la leptina se une a él con gran afinidad y estd implicado en la
regulacién de los niveles plasmaéticos de la hormona. Se ha visto que los individuos
obesos tienen menos cantidad de OBRe (Ogier & al, 2002). La isoforma OBRf ha sido

descubierta recientemente y no se conoce mucho sobre ella.

La isoforma OBRb se designa como “forma larga” del receptor; posee una regién
intracelular de 301 aminodcidos, lo que la convierte en la de mayor tamafo. También se
trata de la isoforma funcional por excelencia, ya que es la tinica que contiene los residuos
consenso necesarios para desencadenar la cascada de sefalizacién de la leptina. Esta
isoforma se expresa principalmente en el hipotdlamo, aunque también en otros muchos
tipos celulares como: pulmoén, rifién, adipocitos, células endoteliales, misculo, higado,

islotes pancredticos y otros (Bjerbak & col., 1997).

Via JAK/STAT

Cuando la leptina se une a la forma dimérica de OBRb, ésta experimenta un
cambio conformacional que determina la asociacién de la tirosina-kinasa citosdlica JAK2,
en regiones préximas a la membrana de cada subunidad del receptor (rev. por Denver &
col, 2011) (Fig. 7). Entonces, las dos moléculas de JAKZ2 experimentan una
autofosforilacién cruzada que las activa; con ello, catalizan la fosforilacién de tres restos
de tirosina en el receptor: las que estan situadas en las posiciones 985, 1138 y 1077. De
este modo, en cada subunidad de OBRb, se originan tres centros de reclutamiento a los
que se pueden unir proteinas que contengan dominios SH2. La consecuencia es que cada
uno de estos centros se convierte en un punto de origen de vias diferentes, las cuales

conducen a distintos efectos de la leptina:



a)

la fosfotirosina 985 es un punto de anclaje para SHC o para SHP2. Esta
ultima es una tirosina-fosfatasa. Su asociacién con OBRb determina su
autofosforilacién y su unién consecuente a Grb-2 y SOS, etapas previas -como
se ha visto- a la activaciéon de las MAPKs, especialmente ERK (Banks & col.,
2000). Hay que sefalar que la leptina también puede activar las vias de las
MAPKs a través de isoformas cortas del receptor, es decir, de manera
independiente de OBRb (Bjorbaek & col., 1997).

la fosfotirosina 1138 recluta STATS3, que es un factor de transcripcién; esta
proteina es crucial para mediar muchos de los efectos que la leptina ejerce
sobre el metabolismo. La dos moléculas de STATS que se unen a OBRb se
tosforilan mediante la actividad de JAK2, que permanece asociado al receptor,
y se disocian de éste para formar un homodimero. Este tltimo se transloca al
ntcleo, en donde regula la transcripcién de varios genes (Imada & Leonard,
2000). Es muy importante indicar que entre estos genes se encuentra el que
codifica para SOCS3, una protefna que funciona como regulador negativo de
esta via. Concretamente, SOCS3 se une a JAK y bloquea su autofosforilacién.
La fostatasa PTP1B también regula a la baja la via, en este caso mediante la
defosforilacién de JAK2 (Bjorbak & Kahn, 2004).

en la posicién correspondiente a la tirosina fosforilada 1077 se une a STATS5,
que evoluciona de manera similar a la descrita para STAT3: también
experimenta dimerizacién y translocacién al ndcleo, en donde regula la
expresién de otros genes, algunos de los cuales estin relacionados con

procesos oncogénicos.

3.4.3.- Interaccion de las vias de sefiales de la insulina y leptina

En algunos de los efectos que causa la leptina, intervienen protefnas que también

a)

b)

actiian como componentes de la via de la insulina; es decir: las vias de ambas hormonas
estdn conectadas, presentan puntos de confluencia y solapamiento. También pueden
interaccionar en un sentido inhibitorio. Los aspectos mds destacables al respecto son los

siguientes (Fig. 7):

como ya se ha indicado, la leptina puede activar a las MAPKs, efecto también
causado por la insulina.
la proteina JAK2 fosforilada puede interaccionar con los IRS-1/2,

estimuldndolos (Carvalheira & col., 2005); en consecuencia, la leptina puede
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activar la PISK y las serina-treonina kinasas situadas a continuacién, en
coincidencia con la insulina.

c) ademas de los efectos anteriores, que demuestran una sinergia en la actuaciéon
de las dos hormonas, la leptina también puede ocasionar efectos inhibitorios
sobre las acciones de la insulina. El compuesto principal al respecto es
SOCSS3, que, como se ha visto, es inducido por la leptina. SOCS3 interfiere en

las acciones de la hormona pancredtica, ya que puede unirse a su receptor e

inhibir la fosforilacién de los IRSs (Burgos-Ramos & col., 2011).

Fig. 7. Via de la leptina y su interaccién con la via de la insulina. Adaptado de Taouis, 2011.

4.- Obesidad y homeostasis glucidica

4.1.- Epidemia de obesidad global

La obesidad es una enfermedad multifactorial causada por agentes genéticos y
ambientales. Actualmente, existen en el mundo 1500 millones de adultos y 170 millones
de nifios que padecen sobrepeso u obesidad, segin datos de la OMS. La prevalencia
mundial de obesidad estda aumentando y es tal la magnitud de este problema que incluso
se ha adoptado el término de “globesidad” para referirse a ¢l (Pietrabissa & col., 2012).
Para el ano 2050 se predice que el 50% de los adultos serdn obesos. Las causas de esta

epidemia de obesidad no se conocen por completo, pero sus consecuencias son evidentes:



dramatico aumento de la diabetes de tipo II, incluso en la poblacién infantil, y también

de las enfermedades cardiovasculares.

En los pafses desarrollados, el incremento de la tasa de obesidad comenzé en la
década de 1970, cuando las economias y los mercados iniciaron un desarrollo floreciente.
La industria agricola estadounidense empezé a producir maiz de manera masiva y los
productos derivados de este cereal (galletas, pastas, sémolas, etc.) se vendian a bajo
precio. Por otra parte, se introdujeron nuevos aditivos para aumentar el sabor de los
alimentos. Un buen ejemplo es el jarabe de maiz rico en fructosa, hoy mas cominmente
conocido como “azticar de maiz”; éste fue utilizado de manera general por la industria
alimentaria para edulcorar sus productos. Hoy se sabe que esta hexosa esta relacionada
directamente con el desarrollo de obesidad y resistencia a insulina. Ademds, se considera

més adictiva que el propio azicar (Forshee & col., 2007; Bray & col., 2004).

En los pafses en vias de desarrollo, la occidentalizacién de la dieta y la
consecuente epidemia de obesidad han llegado mas tarde; sin embargo, el consumo de la
llamada “comida basura” a bajo coste se ha propagado ripidamente. En las ultimas
décadas, ha habido un crecimiento exponencial de la economia globalizada que ha
conducido a un répido desarrollo econémico en esos pafses. Esto, unido al cambio en el
estilo de vida, particularmente el sedentarismo, explica el aumento de las tasas de
obesidad. Un fenémeno particularmente destacable es que una fraccién significativa de
personas que habfan sufrido una condicién de subnutricién crénica, de mayor o menor
intensidad, han tenido acceso a este tipo de dieta occidentalizada, excesivamente calérica;

esas personas también han desarrollado obesidad.

4.2.- Modelos de sobrealimentacion en animales: dietas de cafeteria vs.
dietas altas en grasa

Para elucidar los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos implicados en el
desarrollo de la obesidad, los investigadores han puesto a punto diversos modelos en
animales. Por primera vez en 1976, Sclafani estableci6 un modelo que ¢l mismo
denominé “dieta de supermercado”. Consistia en la administracién de una mezcla de
alimentos humanos altamente palatables (ricos en azicares y grasas) junto con el pienso
estindar comun de las ratas, consiguiendo que estos animales se volvieran obesos
(Sclafani & Springer, 1976). Maés tarde, estos modelos se han renombrado como “dietas

de cafeterfa”. Se trata de patrones de alimentacién que producen obesidad y sindrome



metabdlico en los roedores (Sampey & col., 2011). Son métodos extensamente utilizados
para estudiar la obesidad, la resistencia a la insulina y los mecanismos bioquimicos que
las causan (Colombo & col., 2012; Rodriguez & col., 2004; Falcou & col., 1985; Rothwell
& Stock, 1979). Con esos mismos objetivos también se emplean frecuentemente otros
tipos de dietas que inducen obesidad. Se trata de mezclas comerciales que contienen un
mayor porcentaje de calorfas provenientes de la grasa, a costa de reducir la proporcién
de glicidos (Buettner & col, 2011). Sin embargo, la variedad de alimentos altamente
palatables que se incluyen en las dietas de cafeterfa, hacen que éstas se ajusten de un
modo maés preciso al patrén de alimentacién occidental. De acuerdo con esto, en el

presente estudio se eligié una dieta de este tipo, como se vera més adelante.

4.3.- Resistencia a insulina y obesidad

La resistencia a insulina se caracteriza por una sensibilidad disminuida a esta
hormona en sus principales 6rganos diana: tejido adiposo, higado y masculo. En el tejido
adiposo, esta hormona disminuye la lipolisis, reduciendo la salida de 4cidos grasos libres
a la sangre; en el higado, la insulina inhibe la gluconeogénesis y estimula la
glucogenosintesis, actuando sobre las actividades enzimdticas clave de estas vias; en el
musculo esquelético, aumenta la captacién de glucosa estimulando la translocacién del
transportador GLUT4 a la membrana plasmética. Cuando existe resistencia a insulina,
disminuyen todos estos efectos, lo cual conduce a la elevacién de las concentraciones de
acidos grasos circulantes, acumulacién de grasa ectdpica, produccién de una mayor
cantidad de glucosa en el higado y al establecimiento de un cuadro de hiperglucemia

(Zeyda & Stulnig, 2009).

Como se ha indicado antes, la resistencia a la insulina se relaciona
tfundamentalmente con la obesidad, en particular, con la obesidad central o visceral
(Levobitz, 2005). La liberaciéon de acidos grasos y otros productos derivados del tejido
adiposo visceral a la circulacién portal parece ser una de las principales causas de las
alteraciones anteriores. Por otra parte, la hiperglucemia empeora la situacién, por los
propios efectos de la glucosa (glucotoxicidad) sobre la funcién de la célula beta
pancredtica (Yki-Jarvinen, 1992). La insulino-resistencia asociada con la disfuncién de
esta célula, conduce al desarrollo de la diabetes de tipo II, en el momento en que la

hiperinsulinemia no es suficiente para compensar esa resistencia (Lillioja & col., 1993).



4.3.1.- Mecanismos de resistencia a la insulina

Como se ha visto en la seccién 3.4.1 de esta Introduccién, la insulina ejerce sus
efectos a través de una via de sefiales compleja, en la que intervienen muchas proteinas.
La intensidad de esa via puede disminuir, apareciendo resistencia. Los mecanismos
moleculares causantes de esa disminucién son heterogéneos y atn no se conocen
completamente. Las mutaciones inactivadoras del receptor son muy raras (rev. por
Koénner & Briining, 2012). Se conocen mejor las situaciones de resistencia derivadas de
modificaciones de los IRSs, concretamente de IRS1/2, que representan un papel crucial
en la etiologfa de los cuadros de insulino-resistencia. Las dos proteinas pueden
experimentar fosforilaciones en serina, que atentian la sefalizaciéon de la via
disminuyendo las fosforilaciones en tirosina inducidas por esta hormona (Hotamisligil &
col., 1996). Las serina-kinasas mejor conocidas que fosforilan IRS1 son: I kappa B kinasa
beta (IKKbeta), c-jun N-terminal kinasa (JNK1) y otras MAPKs. Es destacable que
algunas de ellas, como JNK son activadas por la propia insulina, indicando la existencia
de un mecanismo de control negativo. Estas serina kinasas son mediadoras de vias de
sefiales inflamatorias, lo que demuestra también la existencia de una interaccién entre

estas vias y las sefiales de la insulina.

En diferentes estudios se ha demostrado que una activacién deficitaria de la

PKC( por la insulina causa resistencia a la hormona, tanto en adipocitos (Sajan & col.,

2004) como en musculo (Farese, 2002).

Los efectos de la insulina también pueden disminuir por la actuacién de protein
tirosina fosfatasas (PTPasas) que catalizan la répida defosforilacién del receptor y los
IRSs. Una de las PTPasas implicadas en cuadros de resistencia a la insulina es la
PTP1B. Numerosas evidencias tanto n vivo como in vitro, demuestran que esta fosfatasa

tiene un papel determinante en algunos de esos cuadros (rev. por Koren & Fantus, 2007).

Otras moléculas importantes que pueden frenar la via de sefiales de la insulina
son algunas citoquinas inflamatorias, como SOCS3, cuyo papel al respecto se ha indicado
en la seccién 3.4.3 de esta Introducciéon. Las proteinas SOCS son inducidas durante la
inflamacién y promueven la ubiquitinilacién y degradacién de los IRSs (Rui & col.,,
2002). Finalmente hay que mencionar el 6xido nitrico (NO), molécula producida por la
6xido nitrico sintasa (NOS). Su isoforma iNOS puede ser inducida por diversas
citoquinas inflamatorias; por eso, la obesidad aumenta su expresién en los tejidos

insulino-sensibles. El incremento de NO provoca insulino-resistencia, por mecanismos



todavia poco aclarados; al parecer se produce una S-nitrosilacién de protefnas de la via
insulinica, como el receptor, IRSs y Akt/PKB (rev. por McConell & col., 2012; Kaneki &
col,, 2007). Ese cambio quimico intensifica la degradacién de estas protefnas (Sugita &

col., 2005; Yasukawa & col., 2005).

4.4.- Almacenamiento de la grasa

4.4.1.- El tejido adiposo

La principal funcién del tejido adiposo es el almacenamiento de grasa cuando el
individuo ingiere un exceso de calorfas. Ademads, se encarga de la termorregulacién y la
proteccién mecénica del resto de 6rganos y tejidos. También se ha de tener en cuenta
que el tejido adiposo es un 6rgano endocrino muy activo con una alta capacidad

secretora (Bliiher, 2012).

Existen, principalmente, dos tipos de tejidos adiposos: el marrén (BAT) (brown
adipose tissue) y el blanco (WATT) (white adipose tissue). Este tltimo se distribuye por todo
el cuerpo y tiene una gran capacidad de expansién. Es un tejido muy heterogéneo
constituido por multiples tipos celulares: adipocitos, preadipocitos, fibroblastos, células
endoteliales e inmunitarias, nervios, vasos sanguineos, etc.; siendo el adipocito la célula
mayoritaria. Estas células contienen una gran vacuola de grasa en su citoplasma que

desplaza al ntcleo hacia el extremo opuesto (Cristancho & Lazar, 2011).

area subcutanea (SAT) area visceral (VAT)

Fig. 8. Imagenes de tomografias computarizadas (TC) que muestran secciones
transversales a nivel umbilical de pacientes diferentes. A) Tipologia visceral de
acumulacién de grasa visceral. B) Tipologia subcutinea de acumulacién de grasa.
Adaptado de Wajchenberg, 2000.



En funcién de su localizacién anatémica, existen dos tipos principales de tejido
adiposo blanco: a) el llamado tejido adiposo visceral (VAT), situado en las cavidades del
cuerpo que rodean los musculos abdominales; estd compuesto por el omentum mayor y
menor (zonas del peritoneo clasificadas segtn los diferentes 6rganos abdominales) y la
grasa mesentérica; también existe una pequefia cantidad en la zona retroperitoneal y b)
el tejido adiposo subcutdneo (SAT), que se localiza inmediatamente por debajo de la piel
y en la parte superior de la musculatura abdominal (Wajchenberg, 2000). En la Fig. 8, se
pueden apreciar imégenes de tomogratias computarizadas de dos pacientes, cada uno con

una distribucién prioritaria del tejido adiposo blanco.
4.4.2.- Disfunciones del tejido adiposo

Cuando el organismo recibe un plus de calorfas de manera continua y el
equilibrio entre gasto y aporte calérico se altera, cambian la capacidad de
almacenamiento y la distribucién del tejido adiposo blanco, produciéndose una expansién
del tipo visceral (Bliiher, 2009). Ademas, aumenta su capacidad secretora, que de por sf
es superior a la que posee el tejido adiposo subcutdneo (Baglioni & col., 2012). Como

consecuencia, segrega una gran cantidad de citoquinas y quimoquinas inflamatorias

como son: TNF-a, IL-6, IL-1 y MCP-1, algunas de ellas capaces de actuar sobre la
sefalizacién insulinica (Sartipy & Loskutoft, 2003; Rotter & col., 2003; Amrani & col,,
1996; Hotamisligil & Spiegelman, 1994). Ademads, los mecanismos de lipolisis se ven
afectados de modo que se liberan grandes cantidades de 4cidos grasos a la circulacién
sanguinea, contribuyendo a la induccién de resistencia a la insulina. Por todo ello, la
expansién del tejido adiposo blanco visceral estd asociada a un incremento del riesgo de
patologias como la diabetes de tipo II y enfermedad cardiovascular, ademas de aumentar

la mortalidad derivada de otras enfermedades (rev. por McQuaid, 2011).

No se conocen bien las causas de la iniciacién del proceso inflamatorio en los
estados de obesidad. Puede que ello esté relacionado con otras alteraciones que se
produzcan al mismo tiempo en el tejido adiposo, como puede ser un estado de hipoxia
(Baglioni & col., 2012). Es bien sabido que una buena irrigacién del tejido adiposo es
necesaria para su correcto funcionamiento. De hecho, se ha sugerido que el subcutdneo
estd mas irrigado y por eso responde mejor a la insulina (Baglioni & col.,, 2012). La
obesidad puede estar relacionada, por tanto, con una angiogénesis insuficiente, que
implique una oxigenacién escasa en el tejido adiposo visceral (Sun & col., 2011; Pasarica

& col., 2009). Ademas, la hipoxia se considera como un factor que contribuye a la muerte



de los adipocitos, lo cual a su vez estd relacionado con el reclutamiento de macréfagos

(Ye, 2009).

Por otro lado, la pérdida de grasa en ciertas zonas del tejido adiposo o la
inadecuada distribucién de ésta, llamada lipoatrofia o lipodistrofia, puede también causar
alteraciones metabdlicas como resistencia a insulina y diabetes de tipo II. Si el tejido
adiposo visceral o intraabdominal se desarrolla ripidamente en detrimento del
subcutdneo, éste ultimo puede sufrir estos procesos de lipoatrofia. El tamano del
adipocito disminuye, aumentan los procesos apoptéticos y se reduce la expresiéon de
genes implicados en la adipogénesis, como: PPARY, C/EBPa y SREBP-1 (Feng & col,,
2013). Ademds, los niveles de adiponectina pueden disminuir, contribuyendo al progreso
de insulino-resistencia. La lipoatrofia se ha estudiado principalmente en pacientes
afectados por el virus del SIDA (VIH), asi como en ciertas alteraciones genéticas muy
raras, como el sindrome de Lawrence y el de Barraquer-Simons; en ambos casos, los
pacientes sufren pérdida de la grasa subcutdnea y presentan esteatosis hepdtica,

hipertrigliceridemia y diabetes (Misra & Garg, 2003).
4.4.3.- Infiltracion de grasa ectopica en los tejidos

Cuando los adipocitos han perdido la capacidad para captar y liberar é4cidos
grasos de manera adecuada, éstos se redirigen hacia otros tejidos, como miusculo
esquelético, higado, pancreas y corazén. La expresién “grasa ectdpica” hace referencia a
este exceso de lipidos depositado en tejidos no destinados a su almacenamiento (Britton
& Fox, 2011). Las consecuencias derivadas de la acumulacién de esta grasa ectdpica
dependen del tipo de tejido, aunque los mecanismos por los que se produce son similares.
Debido al suministro excesivo de dcidos grasos, la mitocondria pierde su capacidad para
oxidarlos y se almacenan en forma de: ceramidas, acil-CoA de cadena larga,
diacilglicéridos y triglicéridos. Estas formas van a causar dafio en los tejidos, pues
inducen una activacién sostenida de las serina-treonina kinasas. Esta situacién, como se
ha indicado en la seccién 4.3.1 de esta Introduccién, provoca la atenuacién de la via de
sefiales insulinica. Ademds, en el higado, la disminucién de la via de la insulina ocasiona
un aumento en la produccién de glucosa y una disminucién de su captaciéon, con lo que

aumenta la glucemia, pudiendo aparecer diabetes de tipo II (Snel & col., 2012).



II. OBJETIVOS






Como se ha indicado en la seccién 2 de la Introduccién, la subnutricién precoz puede
afectar al SNC en desarrollo y repercutir después negativamente sobre algunas de sus
funciones. Los mecanismos bioquimicos subyacentes atin no estdn bien establecidos, de
modo que los resultados nuevos que se aporten en esta linea serfan, quiza, provechosos.
Un desequilibrio de los sustratos que sostienen el desarrollo del SNC (glucosa y cuerpos
ceténicos) podria ser, sin duda, causa de alteraciones. En el higado, la insulina y el
glucagén (que ejercen importantes efectos sobre este 6rgano) desempenan papeles claves
para que el cerebro en crecimiento “acelerado” tenga acceso a una proporciéon adecuada

de esos sustratos.

En este trabajo hemos aplicado un modelo de subnutricién perinatal en rata para
estudiar como influye esta condicién sobre algunos de esos aspectos durante la lactancia,
en el higado y en la corteza cerebral. Hoy estd admitido que algunas perturbaciones del
metabolismo establecidas en las etapas de inmadurez constituyen la base de patologfas a

largo plazo, como hemos apuntado en la seccién 1.2 de la Introduccidn.

En base al planteamiento anterior, los dos primeros objetivos de esta Tesis son los

sigulentes:

% 1.- Investigar los efectos que la subnutricién proteico-caldrica precoz tiene sobre
los perfiles endocrino y metabdlico en el higado de las ratas lactantes,
especificamente en cuanto a las respuestas de este 6rgano a la insulina y
glucagén.

% 2.- Analizar el impacto de dicha subnutricién sobre la via de sefiales de la insulina

en la corteza cerebral de la rata lactante.

En la seccién 1 de la Introduccién se expone el hecho de que dentro de la
poblacién de obesos presente en el mundo (problema de salud ptblica de enorme
relevancia), existe un grupo muy amplio de personas que experimentaron subnutricién
(de mayor o menor severidad) antes de llegar al sobrepeso. Diversos estudios
epidemiolégicos sugieren que ese antecedente, paraddjicamente, estd conectado con la
obesidad ulterior. En este estudio hemos completado el modelo de subnutricién precoz,

prolongandolo hasta la vida adulta. Entonces, las ratas restringidas se han transferido a



70

una dieta moderadamente hiperlipidica. El propésito es comprobar la influencia de la
subnutricién previa sobre la regulacién de la ingesta y sobre algunos efectos
metabdlicamente nocivos de la dieta mencionada. Con ese propésito, el tercer objetivo

planteado en esta Tesis ha sido el siguiente:

K/

% 3.- Determinar la influencia de la subnutricién precoz y crénica sobre las
consecuencias de una dieta hiperlipidica en ratas adultas: su impacto sobre la
regulacién hipotalamica de la ingesta, distribucién del tejido adiposo blanco,

lipemia, grasa ectépica y sensibilidad global a la insulina.



[II. MATERIALES Y
METODOS






1.- Animales y dietas

En este trabajo se han empleado ratas de la raza Wistar obtenidas del Animalario
de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid y posteriormente criadas en el
estabulario del Departamento de Bioquimica y Biologfa Molecular II de la Facultad de
Farmacia. Se ha llevado a cabo un riguroso control de la nutricién de los animales en
todas las etapas: gestacional, lactante y adulta. Se expusieron a una temperatura
constante entre 22-24 °C y a un ciclo automético de 12 horas de luz-oscuridad. El inicio
de la gestacion fue establecido al dfa siguiente del apareamiento mediante la observacion,
por frotis, de la presencia de espermatozoides en la vagina de la rata. La gestacién se
confirmé a los 14 dfas por palpaciéon abdominal. El dia del nacimiento todas las camadas
se uniformaron y se dejaron 8 crias hembras por cada madre. Las ratas se destetaron a
los 25 dias de vida y fueron agrupadas en jaulas que contenian de 2 a 3 animales.

Todos los procedimientos que se realizaron en esta Tesis fueron aprobados por el

Comité Etico de la Universidad Complutense de Madrid.

1.1.- Pautas de nutricion

Se han estudiado ratas lactantes en distintas etapas y ratas adultas de 70 dfas y 9
meses de vida. Estos animales se han mantenido bajo diferentes condiciones
nutricionales, utilizando dos tipos de alimento:

a) plenso estdndar. Adquirido del comercio.

b) férmula hipercaldrica. Confeccionada en nuestro propio laboratorio. Sera

designada como “dieta de cafeterfa”, denominacién ampliamente admitida.

En todos los casos, los animales dispusieron de agua sin limitacién.

1.2.- Composiciones del pienso estandar y la dieta de cafeteria

El alimento estandar proporcionado a las ratas fue el pienso 404 Mantenimiento
Rata/Ratén de SAFE (Scientific Animal Food & Engineering) suministrado por Panlab
S.L.U (Barcelona). Se presenta en forma de porciones prensadas cuya composicién

general, por cada 100 gramos, es la siguiente:
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Proteinas 16 g
Glicidos 56 g
Celulosa 4g
Lipidos 8g
Fibras 4g
Vitaminas y minerales 5g
H.,O 12 g

Pienso A04. Ficha técnica SAFE

Esta mezcla posee un valor calérico de 2,9 kcal/g.

La dieta de cafeterfa se preparaba semanalmente en tandas de 500 gramos,
mezclando homogéneamente los siguientes productos: 165 gr de leche condensada La
Lechera, 165 gr de pienso estdndar 404 pulverizado, 75 gr de leche en polvo entera La
Asturiana, 45 gr de azicar La Azucarera, 50 gr de magdalenas La Bella Easo. Tras
obtener la mezcla, se amasaban porciones en forma de “pellets” similares a los del pienso

estandar. La composicién porcentual de esta dieta es la siguiente:

Proteinas 15g
Glicidos 70g
Lipidos 13 g
Fibras 2g

Mezcla de cafeteria
Esta mezcla posee un valor calérico de 4,6 kcal/g.

1.3.- Ratas controles

Las ratas controles procedian de progenitores alimentados con el pienso estandar
ad libitum. Siempre estuvieron mantenidas bajo esa misma condicién nutricional; es decir,
dispusieron ampliamente de comida en la jaula. A lo largo del trabajo se han utilizado
ratas de diferentes edades, lactantes y adultas. Ello se especificard en cada estudio
concreto. Las ratas adultas fueron sacrificadas en dos etapas: 70 dfas (ratas C70d) 6 9

meses de vida (ratas C9m).



1.4- Ratas subnutridas

El tipo de subnutricién aplicado ocasioné en las ratas una deficiencia nutricional
de cardcter mixto: se trata de una subnutricién proteico-energética. Se obtuvo mediante
una limitacién de la cantidad de pienso accesible a los animales, siguiendo una pauta

previamente publicada (Escriva & col., 1992) que se resume en la Fig. 9.

GESTACION LACTANCIA | DESTETE YEDAD ADULTA
dias de gestacion dias devida
1..13 14..22,5 1..7 8..14 15..21 22..25 26..70...270
ad libitum I 10 g/dia 15g/dia 20g/dia 25g/dia 30g/dia 35% del valor diario control

?

INICIO DELA NACIMIENTO DESTETE
RESTRICCION

Fig. 9. Modelo de subnutriciéon

El inicio de la restriccién tuvo lugar durante la altima fase de la gestacién (dfa
14°), se continud a lo largo de la lactancia y tras el destete. Durante las dos primeras
etapas (gestacion y lactancia), la limitacién se aplicé a la madre; asi, la deficiencia
nutricional en la rata feto y en la lactante fue indirecta, resultado de la restriccién
materna. A partir del destete, una vez separadas las crfas de la madre, la restriccién se
aplicé directamente a éstas. La cantidad de pienso suministrado varié a lo largo de todas
estas etapas (gestacion, lactancia y periodo posterior), concretdndose en la siguiente
pauta:

A partir del dfa 14° de la gestacidn, las ratas prefiadas recibieron diariamente 10
g de pienso hasta el dfa del parto. Durante la 1%, 2* y 8" semana de la lactancia se
proporcioné a las madres, 15, 20 y 25 g diarios de ese alimento, respectivamente;
durante los cuatro dfas siguientes (los inmediatamente previos al destete) se les
suministré 30 g por dfa. A partir del dfa 25° y hasta la edad adulta, se fij6 una pauta de
subnutricién mediante la cual las ratas dispusieron del 30-40 % de la comida ingerida ad
libitum por las controles; para establecer dicha pauta, se calculé el peso del pienso
ingerido cotidianamente por éstas, obteniendo el valor promedio de cinco dfas
consecutivos; es decir, la media diaria ingerida entre los dias 25° y 29% 30° y 34°; etc,,
hasta los 70 dfas. A las ratas destinadas a llegar a los 9 meses de vida se les suministré
una cantidad diaria de pienso equivalente al 30-40 % de la ingesta promediada efectuada

por las controles de las mismas edades. Las ratas subnutridas fueron, finalmente,
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sacrificadas en las mismas etapas que las sefialadas en la seccién anterior: lactancia o

etapa adulta, y en este Gltimo caso, a los 70 dias (ratas S70d) 6 a los 9 meses (ratas S9m).

1.5.- Ratas realimentadas con la dieta de cafeteria

A partir de las ratas de 70 dfas de vida, tanto controles (C70d) como subnutridas
(S70d), se establecieron dos nuevos grupos de animales, mediante una modificacién de su
pauta de nutricién. Concretamente, el pienso que ingerfan (ad libitum o con caracter
restringido) fue sustituido por la dieta de cafeterfa, siempre suministrada ad libitum. Para
efectuar el cambio de nutricién las ratas se eligieron al azar. Los animales transferidos a
esa dieta se estudiaron a los 9 meses de vida. Se han designado como:

ComCaf: ratas controles transferidas a la dieta de cafeterfa.
S9mCaf: ratas previamente subnutridas y después transferidas a la dieta de cafeterfa.

En la Fig. 10 se resume este tipo de pauta de realimentacion.

GESTACION LACTANCIA DESTETE Y EDAD ADULTA
dias de gestacién dias de vida
1..13 14..22,5 1.7 8..14 15..21 22..25 26..70 71..270
ad libitum I 10 g/dia 15g/dia 20g/dia 25g/dia 30g/dia 35% del valor diario controllallmenm cafeteria ad libitum

INICIODELA  NACIMIENTO DESTETE INICIO DELA
RESTRICCION REALIMENTACION
L |
Y Y
ALIMENTACION CON ALIMENTACION CON
PIENSO ESTANDAR DIETA DE CAFETERIA

Fig. 10. Modelo de realimentacién

2.- Tratamientos hormonales

Se han aplicado diferentes procedimientos para los tratamientos con insulina,
leptina y glucagén, en funcién de la edad de las ratas y del tipo de informacién que se
queria obtener sobre la accién de cada hormona. Se utiliz6 insulina humana biosintética
Actrapid (Novo Nordisk A/S, Copenhague, Dinamarca), leptina recombinante liofilizada
de rata suministrada por el profesor A.F. Parlow desde National Hormone & Peptide
Program, Harbor-UCLA Medical Center (Torrance, California, EE.UU) y glucagén
biosintético liofilizado para humano GlucaGen Hypokit (Novo Nordisk, Bagsvaerd,

Dinamarca). Para estudiar los efectos a corto y medio plazo, las hormonas se



administraron por via intracerebroventricular, intravenosa o intraperitoneal, en unas
condiciones y dosis que se indican en las secciones correspondientes.

Por su especial complejidad, se describen a continuacién: 1) la técnica del
“clamp”, efectuada para evaluar la sensibilidad a la insulina, 2) las inyecciones
intracerebroventriculares de insulina y leptina, efectuadas para determinar el efecto
central de ambas hormonas y 3) las inyecciones de glucagén en la vena cava, para

evaluar la sensibilidad hepética a esta hormona.

2.1.- Clamp hiperinsulinémico-euglucémico en ratas adultas

Esta técnica consiste en el mantenimiento de la glucemia a un nivel constante a
lo largo de una condicién hiperinsulinémica. Para lograr esta situacién se requiere
efectuar una doble infusién por via intravenosa: insulina, para alcanzar una determinada
concentracién plasmadtica, y glucosa, para compensar el efecto hipoglucemiante de la
hormona (DeFronzo & col, 1981). Las ratas adultas fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso corporal, en el caso de las ratas controles y 40
mg/kg, en el de las subnutridas) y se les practic6 una traqueotomfa, para prevenir
posibles problemas respiratorios. Las muestras de sangre se recogian de la cola. Se
administré una dosis de 5,0 UI/h/Kg de insulina a través de una vena safena, mediante

una bomba de infusién.

Fig. 11. Bombas de infusion de insulina y glucosa

Se utilizaron tres bombas: Harvard Apparatus 600-900 (Dover, Massachusetts,
EE.UU), Precidor (Infors AG, Bottmingen, Suiza) y SyringePump.com (Farmingdale,
Nueva York, EE.UU) (Fig. 11). Se calibraron previamente, de modo que a partir de la
velocidad de infusién se podia calcular el volumen de solucién que se administraba. La
solucién de insulina contenia heparina, NaCl 0,9% y albtiimina sérica bovina 0,028%. Las

soluciones de glucosa, al 30% y 40% para controles y subnutridas, respectivamente,
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tueron administradas a través de la otra vena safena a partir de los 5 minutos del
comienzo de la infusién de insulina. Desde el inicio del ensayo fueron obteniéndose
pequeiias muestras de sangre de la cola (a intervalos de unos 5 minutos) para determinar
en ellas la concentraciéon de glucosa (como se indicaré en la seccién 3.2 de Materiales y
Meétodos). En funcién del dato obtenido, se fue variando la tasa de infusién de glucosa,
de modo que a lo largo del experimento la glucemia permaneciera constante. Esta
condiciéon se mantuvo durante 60 minutos; entonces la rata fue sacrificada. LLa tasa de
infusién de glucosa durante ese periodo de tiempo es un parametro indicativo de la

sensibilidad global a la insulina.

2.2.- Inyecciones intracerebroventriculares de insulina y leptina en
ratas adultas

Esta técnica se realiz6 en colaboracién con el grupo del profesor Manuel Ros
(Departamento de Bioquimica, Fisiologia y Genética Molecular, Universidad Rey Juan
Carlos, Alcorcoén). Las ratas se anestesiaron con pentobarbital, a las dosis indicadas en la
seccién anterior y se fijaron en un aparato estereotdxico (David Koppf, Tujunga,

California, EE.UU).

Fig. 12. Aparato estereotédxico para la inyeccién intracerebroventricular

Después de hacer una incisién en la piel de la cabeza, se practicé un agujero en el
craneo mediante una broca dental (Coordenadas: -1,6 mm lateral hacia la linea media, 0,8
mm anterior respecto a la bregma y 3,5 mm de profundidad respecto a la superficie del
craneo) (Paxinos & Watson, 1997). A continuacién, se inyecté la hormona (insulina o

leptina), muy lentamente, en el tercer ventriculo por medio de una jeringa Hamilton



(Fig. 12). La cantidad de insulina infundida fue de 10 mU en 5 YL (en solucién salina) y
la de leptina fue de 5 g en 5 UL (en PBS, pH 8,0). A las ratas basales se les administré el
mismo volumen del solvente respectivo. A continuacién se dej6 transcurrir un tiempo de
15 minutos. Después, las ratas se sacrificaron por decapitacién y se les extrajo el
hipotilamo. Este se congelé inmediatamente en N liquido y se conservé a -80 °C hasta

su utilizacion.

2.3.- Inyecciones intravenosas de glucagon en ratas lactantes

Estos experimentos se llevaron a cabo para determinar la respuesta de las ratas

lactantes de 10 dias de vida a esta hormona.

Fig. 13. Experimento de inyecciones intravenosas de glucagén

Para ello, las crias se anestesiaron con pentobarbital a una dosis de 20 mg/kg de
peso corporal; una vez perdido el reflejo de retraccién de las extremidades posteriores, se

abrié la cavidad abdominal y se inyect6 el glucagén en el extremo proximal de la vena
cava, a la altura del higado (Fig. 138), a una dosis de 2 Hg/gramo de peso corporal,

disuelto en NaCl 0,9% (40-90 HL). Seguidamente, se recogié sangre de la cola a
intervalos de 5 minutos durante media hora, determindndose la glucemia con un
analizador automético (seccién 3.2 de Materiales y Métodos). Durante el curso del
experimento, la cavidad abdominal se mantuvo cubierta con una gasa humedecida en
suero salino. A los 80 minutos, las crias se sacrificaron y el higado fue extraido y

congelado en Ny liquido.

79



80

3.- Analisis de metabolitos y hormonas

3.1.- Toma de muestras

Las muestras de sangre y de tejidos de las ratas se recogieron por las mananas,
entre las 10 y las 12 horas. Esto se efectiio siempre en las mismas condiciones, después

de ayunarlas durante 16 horas.

3.2.- Analisis de la glucosa en sangre total o suero

Para el andlisis de la glucosa en sangre total, efectuado durante el desarrollo del
“clamp” (secciéon 2.1. de Materiales y Métodos) y en las pruebas de sensibilidad al
glucagén (seccién 2.3 de Materiales y Métodos), se utilizé el analizador automético
OneTouch Ultra 2 (LifeScan, California, EE.UU), basado en la aplicacién de unas tiras
reactivas que son capaces de succionar por capilaridad un volumen aproximado de 15 pl
de sangre. En unos segundos, el aparato efectuaba la lectura de la glucemia por medio

de unos electrodos sensibles.

En el caso del suero sanguineo, éste se obtuvo tras la centrifugacién de la sangre
a 10000 g durante 15 minutos, separando el sobrenadante (Centrifuga Eppendorf 5415R,
Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid). El suero se emple6 para analizar la glucosa mediante
el Kit de BioSystems (BioSystems, Barcelona) basado en el método de la glucosa oxidasa

acoplado a la oxidacién de un cromégeno (Trinder, 1969).

3.3.- Analisis de cuerpos cetonicos en sangre desproteinizada

Para esta determinacién se emplearon los desproteinizados de sangre tratada con
ClO4H al 7,5%. Esta mezcla se centrifugé durante 5 minutos a 10000 g y cada
sobrenadante se neutraliz6 con KOH 2M. A continuacién, una segunda centrifugacién
permitié separar el pellet (donde quedé el Cl1O4K) del sobrenadante, donde se analizaron
los cuerpos ceténicos (Williamson & col., 1962).

A) Acetoacetato: se evaludé el consumo de NADH espectrofotométricamente tal y
como se describe en el caso de la determinacién de cuerpos ceténicos en higado
(secciéon 3.8 de Materiales y Métodos).

B) 3-hidroxibutirato: en este caso se determiné la aparicion de NADH en el
espectrofotémetro, de la misma manera en que se detalla en la secciéon 3.8 de

Materiales y Métodos.



La cetonemia se expres6 como la suma de ambas concentraciones: acetoacetato +

3-hidroxibutirato.

3.4.- Analisis de la insulina en suero sanguineo

Se analizé6 por radioinmunoensayo (RIA), utilizando un kit de reactivos
suministrado por Millipore (Millipore Corporation, Massachusetts, EE.UU).
(Sensibilidad: 0,081 ng/ml). Dicho kit consta de lo siguiente: insulina de rata (como
patrén), insulina humana marcada con ['?%, anticuerpos contra insulina porcina
procedentes de cobaya y un reactivo precipitante, cuya composicién era: Ig G anti-
cobaya (guinea pig) procedente de cabra, 3% de polietilenglicol, 0,05% de Tritén X-100
en fosfato salino 0,06M, EDTA 0,025 M y azida sédica al 0,08%.

El protocolo experimental que desarrollamos, siguiendo las instrucciones
indicadas por la casa comercial, fue el siguiente: se mezclaron las soluciones de insulina
patrén o el suero problema con el anticuerpo y la insulina marcada, procediéndose a su
incubacién durante 20-24 horas a 4 °C. Después, el complejo inmunolégico se precipitd
durante 20 minutos con el reactivo precipitante. Finalmente, se centrifugé y en el
precipitado se midié la radioactividad ligada, con un contador gamma Wallac Wizard

1470 (PerkinElmer, Massachusetts, EE.UU).

3.5.- Analisis de glucagon en suero sanguineo

El glucagén sérico se determiné mediante un RIA de glucagén (Linco Research,
EE.UU). (Sensibilidad de 20 pg/ml, coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo del

10%, reactividad cruzada con oxintomodulina <0,1%,).

El kit correspondiente contenfa: tampén de ensayo (Glicina 0,2 M, pH 8,8;
EDTA 0,08M, azida sédica 0,08% y BSA 1%), antisuero (anti-glucagén de cobaya),
glucagén marcado (I'?°-Glucagén), tampén de hidratacién, reactivos de precipitacién
(Suero IgG de cabra anti-cobaya, polietilenglicol 8% y Triton X-100 0,05% en tampén
tostato salino 0,05M, EDTA 0,025M), glucagén patrén y controles de calidad.

La determinacién tuvo lugar siguiendo las instrucciones del proveedor

suministradas en el kit de RIA. En resumen, consistié en lo siguiente:
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e Dia 1: pipetear los tampones de ensayo, preparar la curva estindar y los
controles de calidad y las muestras problema. Vortexar, cubrir los tubos y dejar

incubar con el anticuerpo del glucagén durante toda la noche a 4 °C.

e Dia 2: tratar el ['?°-Glucagén con el tampén de hidratacion. Mezclar suavemente
y afiadirlo a todos los tubos. Vortexar, cubrirlos e incubar toda la noche (22-24 h)
a4 °C.

e Dfa 8: afiadir el reactivo precipitante, vortexar e incubar 20 minutos a 4 °C.
Centrifugar durante 20 minutos a 2000 g (4 °C). Decantar los sobrenadantes y
dejar secar durante 60 segundos. Finalmente, medir la radiactividad del pellet en

el contador gamma antes indicado.

3.6.- Analisis de leptina en suero sanguineo

La leptina se determiné mediante un enzimoinmunoandlisis de sandwich
(ELISA). El kit fue adquirido de Millipore (Millipore Corporation, Massachusetts,

EE.UU) y contiene todos los reactivos necesarios para el andlisis. (Limite de sensibilidad

del ensayo: 0.08 ng/mL para muestras de 10 HL). Este ensayo se basa en la
inmovilizacién de la leptina de la muestra sobre los pocillos de una placa de ELISA
recubierta de anticuerpos. Siguiendo las instrucciones de la casa comercial, se realiz6é un
primer lavado de los pocillos y se afiadieron las muestras y el antisuero de leptina para
rata. Tras incubar a temperatura ambiente y con agitacién durante 2 horas, se lavaron de
nuevo los pocillos y se agregd un anticuerpo biotinilado de leptina anti-rata. En la
segunda incubacién con agitacién durante una hora, estos anticuerpos se unieron con la
hormona inmovilizada en los pocillos. Posteriormente y tras nuevos lavados, se afiadié
un conjugado de peroxidasa para acoplarlo al complejo anterior. Esta vez, el tiempo de
incubacién fue de 30 minutos. Después, se realizaron varios lavados. Finalmente, se
afnadi6 el sustrato 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina. La placa se incubé 12 minutos, y durante
ese tiempo se formo el producto coloreado resultante de la reaccién enzimética de la
peroxidasa sobre el sustrato. Seguidamente, tras desechar por decantacién el contenido
de los pocillos, se afiadi6é una solucién para detener la reacciéon. La cantidad de producto
coloreado se cuantificé espectrofotométricamente en un lector de placas Infinite M200
(Tecan, Grodig, Austria), determindndose la diferencia de absorbancias a 450 nm y

590 nm. El aumento de absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de



leptina de la muestra. Esto se calcula mediante interpolacién en una curva de referencia

preparada con leptina patrén.
3.7.- Determinacion de glucégeno hepatico y cortical

Se partié de una cantidad de 50-100 miligramos de corteza cerebral o de higado
que se disolvieron en KOH al 80% y se mantuvieron en el termoblock a 100 °C durante
1 hora. Tras enfriar en hielo, se afadi6 Na.SO4 al 2%, etanol absoluto a -20 °C y se
incubaron toda la noche a esa temperatura. Se centrifugé a 10000 g (4 °C) durante 5
minutos y el pellet resultante se redisolvié en agua. Se afiadi6 etanol absoluto e incubd
durante 80 minutos a -20 °C. Este proceso de lavado se repitié al menos dos veces.
Finalmente el pellet obtenido, que contenfa el glucégeno purificado, fue tratado con
tampén acetato sédico 100mM (pH 4,8) y amiloglucosidasa (10mg/mL). Tras su
incubacién en el termoblock a 40 °C durante 60 minutos, se centrifugé en frio 5 minutos
a 10000 g. El sobrenadante fue neutralizado con KOH 0,9M y centrifugado de nuevo en
las mismas condiciones. En el caso del higado, la glucosa se determiné
colorimétricamente en el sobrenadante neutro, mediante el kit de Biosystems, (seccién
3.2 de Materiales y Métodos). Finalmente, el contenido de glucégeno hepético se

expresé como mg/g de tejido (Belke & col., 2001).

Para determinar el glucégeno en la corteza cerebral, la glucosa del sobrenadante
neutro fue cuantificada espectrofotométricamente por la desaparicion de NADPH. La
muestra de reaccién contenfa trietanolamina (TEA) 285mM, MgSO, 4mM, ATP 1mM,
NADP 0,9mM y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (5 PL/mL). La absorbancia a 340 nm
se midié al inicio y 80 minutos después de la adiciéon de 5 YL de hexokinasa. La
diferencia de absorbancias es directamente proporcional a la glucosa. El contenido de
glucégeno se expres6 como HPmol/g de tejido, teniendo en cuenta que 1 mol de

glucégeno contiene 162 gramos de unidades glucosilo.

3.8.- Determinacion de lactato, piruvato, cuerpos cetonicos y glucosa
hepaticos

Unos 50 mg de muestras de higado congeladas se trataron con é4cido perclérico
(C1O4H) frio al 6%. Tras la homogeneizacién con el Ultra-Turrax IKA T10 Basic (IKA-
WERKE, Staufen, Alemania), fueron centrifugadas 10 minutos a 10000 g. Los

sobrenadantes se neutralizaron con KOH 0,6M y fueron sometidos a una nueva
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centrifugacion en las mismas condiciones. Los diferentes metabolitos se cuantificaron en

estos nuevos sobrenadantes (Williamson & col., 1962).

a) 8-hidroxibutirato y lactato:

Se determinaron seglin un ensayo espectrofotométrico basado en la aparicién de
NADH. Las reacciones de oxidacién que se producen, en cada caso, son: 3-
hidroxibutirato hacia acetoacetato y lactato hacia piruvato. La mezcla de reaccién
contenfa: Tris 0,1M, pH 8,5; NAD 10 mM y una mezcla de hidracina-hidrato con HCl
(6% de HH, 35% de HCl 1IN y 70% H0 destilada). A tiempo cero, se midi6 la
absorbancia a 840 nm. Tras afiadir 5 UL de enzima (3-hidroxibutirato deshidrogenasa o
lactato deshidrogenasa, en cada caso) (ambas de Roche, Penzberg, Alemania), y esperar
60 minutos, se valor6 de nuevo la absorbancia. La diferencia entre ambas es

directamente proporcional a la concentracién del metabolito. Este se expres6 como

Mmoles/g de higado.
b) Acetoacetato y piruvato:

En estos casos, el ensayo espectrofotométrico se basé en el consumo de NADH.
Las reacciones discurren en sentido contrario al que se ha descrito antes. La mezcla de
reaccién contenfa: tampoén fosfato 0,1M, pH 7 y NADH 5 mM. A tiempo cero, se midié
la absorbancia a 340 nm. Tras afiadir 5 PL. de enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa
o lactato deshidrogenasa para la determinacién del acetoacetato o el piruvato,
respectivamente y esperar 30 minutos, se midi6 la segunda absorbancia. La diferencia

entre ambas es directamente proporcional a la concentracién del metabolito, que se

expres6 como Pmoles/g de tejido.
¢) Glucosa:

Se analiz6 en el sobrenadante neutro, mediante el kit de BioSystems, como se
describe en la seccién 8.2 de Materiales y Métodos. El resultado se expres6 como mg de

glucosa/g de higado.

3.9.- Determinacion de triglicéridos y colesterol

Estos lipidos se determinaron en suero sanguineo, higado, muisculo esquelético y

musculo cardiaco. En el caso de los tejidos se separaron previamente los lipidos como se



describe en la siguiente seccion. Los triglicéridos y el colesterol se analizaron utilizando
unos kits de BioSystems (BioSystems, Barcelona). Las técnicas se basan en la formacién
de un producto coloreado (Allain & col., 1974; Bucolo & David, 1973) que se cuantifica

en un espectrofotémetro (Hitachi U-2000, Pacisa, Madrid).

3.10.- Extraccion de lipidos tisulares

Se realizaron extracciones de los lipidos contenidos en el higado, musculo
esquelético y musculo cardfaco de ratas adultas. Para ello, se siguié el método descrito
por Spaniol & col. (2003) a su vez basado en la técnica de extracciéon de Bligh & Dyer
(1959). Se emplearon 100-120 mg de tejido que se homogeneizaron en 500 UL de
tampén KH.PO, (pH 7,4) con el Ultra-Turrax. Tras separar una alicuota del
homogeneizado para una posterior determinacién de las proteinas, se anadié 1 mL de
mezcla cloroformo/metanol 1:1 (v/v), se vortex6 y se mantuvo durante 60 minutos en
agitacion orbital a 4 °C. Después, se afadieron 500 UL de cloroformo, 160 JL de KCl
0,74% y se agité por inversién. Tras centrifugar las muestras durante 5 minutos a 500 g,
se recogieron las fases inferiores orgénicas, a las que se afiadieron 300 UL de una mezcla
KCl/Metanol/Cloroformo 94:96:6 (v/v/v). De nuevo, se centrifugaron a 500 g durante
5 minutos y se recogieron las fases inferiores organicas. A continuacién, estas fases se
evaporaron en corriente de aire seco dentro de una campana. Finalmente, se
resuspendieron con 250 ML de isopropanol. Los triglicéridos y el colesterol total se

analizaron colorimétricamente, como se ha descrito en la seccién anterior.

3.11.- Determinacion de acido arico hepatico

Este se analiz6 en la misma alicuota del homogeneizado de higado que se separé
para la determinacién de proteinas (seccién anterior) en el sobrenadante resultante de
una centrifugacién de 30 minutos a 10000 g. El kit empleado para el andlisis
colorimétrico de 4cido trico fue de BioSystems. Se basa en la formacién de un complejo

coloreado tras la actuacién de uricasa y peroxidasa. Se procedié siguiendo las

instrucciones del proveedor. El resultado se expresé como Mg de acido urico/mg de

proteinas.
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3.12.-

Valoracion de proteinas

Las proteinas se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976),

utilizando como patrén y-globulina bovina. Esta técnica colorimétrica se basa en el

cambio de absorbancia (de 465 nm a 595 nm) producido cuando el colorante azul

brillante Coomassie en solucién 4cida se une a protefnas, a través de sus restos bésicos y

aromaticos. El reactivo se adquirié de Bio-Rad (Madrid).

4.- Analisis de las actividades enzimaticas

4.1.- Enzimas de las vias de sintesis y utilizacion de cuerpos ceténicos

Las preparaciones de mitocondrias hepéticas y corticales (secciones 5.1 y 5.2 de

Materiales y Métodos) fueron empleadas para el andlisis de algunas de las enzimas

implicadas en la sintesis y utilizacién de cuerpos ceténicos. En el caso de la corteza

cerebral, se determinaron: 3-hidroxibutirato deshidrogenasa, 8-oxoacil-CoA transferasa

y acetoacetil CoA tiolasa. En el caso del higado, sélo se determinaron la 3-

hidroxibutirato deshidrogenasa y la acetoacetil CoA tiolasa (este 6rgano carece de la

transferasa).

Estas actividades enziméticas se determinaron espectrofotométricamente en los

dos tejidos, mediante los siguientes procedimientos:

a)

3-hidroxibutirato deshidrogenasa: se midié a 340 nm, la formacién de NADH en
la reaccién de oxidacién del 3-hidroxibutirato hacia acetoacetato. La mezcla de
reaccién contenfa tampén Tris-HCl 50 mM pH 8,1; cianuro potasico (KCN)
1 mM, NAD 2 mM y 3-hidroxibutirato 30 mM. Tras registrar la linea basal, un
volumen de muestra (5-10 UL) fue anadido a la cubeta problema y se evalué el
incremento de absorbancia por minuto. La actividad enzimdtica se expresé como
cantidad de 3-hidroxibutirato consumido por minuto y por miligramo de protefna
(Swiatek & col., 1979).

3-oxoacil-CoA transferasa: para esta determinacién se midié el consumo de
acetoacetil-CoA en presencia de succinato. La mezcla de reaccién contenfa:
tampén Tris-HCl 50 mM pH 8,5, MgCl. 10 mM, iodoacetamida 5 mM y

acetoacetil-CoA 0,1 mM. Se registr6 el descenso de absorbancia a 303 nm

después de la adicion de la muestra (5-10 PL) y de succinato (50 pmoles). La



actividad se expresé como micromoles de acetoacetil-CoA consumidos por
minuto y por miligramo de proteina (Williamson & col., 1971).

c) Acetoacetil-CoA tiolasa: se midié a 303 nm la desaparicién de acetoacetil-CoA.
La mezcla de reaccién contenia: tampén Tris-HCI 50 mM pH 8,5; MgCl, 5 mM,
acetoacetil-CoA 0,075 mM y CoA 0,1 mM. Tras registrar la linea basal, se afiadié
el problema (5-10 JL) y se observé el descenso de absorbancia. La actividad se
expres6 como cantidad de acetoacetil-CoA consumido por minuto y por

miligramo de protefna (Williamson & col., 1971).

4.2.- Actividad de la PI 3-kinasa

La actividad hepatica de esta enzima se valor6 en estado basal y bajo estimulo
insulinico. Las ratas fueron inyectadas por via intraperitoneal con una dosis de insulina
de 5 Ul/kg de peso corporal y se sacrificaron 15 minutos después. Para la condicién
basal, las ratas se trataron con un volumen equivalente de suero salino. Se extrajeron los
higados y se lisaron como se indica en la seccién 6 de Materiales y Métodos. Se separé
un volumen de lisado equivalente a 1 mg de protefna para inmunoprecipitar con el
anticuerpo policlonal anti-IRS-2 (Millipore, Temecula, CA) y los inmunocomplejos se
recogieron con protefna agarosa-A (Roche) como se describird en la seccién 7 de
Materiales y Métodos. Posteriormente, la actividad de la PI 3-kinasa se determiné
evaluando la fosforilacién del fosfatidil-inositol, empleando ATP marcado con [P%%]
(Amersham, GE Healthcare, UK), segtn el procedimiento descrito por Valverde & col,,
1999. Sobre los inmunocomplejos ligados a la agarosa se afiadieron 25 UL de una mezcla

de 1 mg de L-Fosfatidilinositol y L-Fosfatidilserina, disueltos en Hepes 25 mM (pH 7,5)
con EDTA 1 mM y sonicados. La reaccién se inici6 afiadiendo 100 nM [yP%27] ATP (10
MCi) y 300 UM de ATP, disueltos en un volumen de 25 PL del siguiente tampén: Hepes
25 mM, 10 mM MgCl,, 0,56 mM EGTA (pH 7,4). Después de incubar esta mezcla 15
minutos a temperatura ambiente, se detuvo la reaccién con 500 ML de una solucién
cloroformo/metanol (1:2, v/v) en HCl 1% y una mezcla de 125 PL de cloroformo con
125 UL de HCl 10 mM. Tras centrifugar, se recogié la fase inferior (orgénica) y se lavd

una vez con 480 PL de metanol/HCI 100 mM, EDTA 2 mM (1 :1, v/v). Se recogi6 la
fase organica, se sec6 bajo corriente de aire y fue resuspendida con cloroformo.
Finalmente, las muestras se dispusieron en placas de silicagel (TLC plate Whatman,

Clifton, Nueva Jersey, EE.UU). La mezcla de disolventes empleada para desarrollar la
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cromatografia fue propanol/acido acético 2 M (65: 35, v/v). Tras el secado de la

cromatoplaca, se visualizé por autorradiogratia y se cuantificé densitométricamente.

4.3.- Actividad de la y-glutamil transpeptidasa

La actividad de esta enzima se midi6é en las preparaciones de capilares corticales
(secciéon 5.3 de Materiales y Métodos). El kit empleado (Spinreact, Girona) se basa en la
transferencia del grupo glutamilo desde el sustrato hasta glicilglicina formando
glutamilglicilglicina y 5-amino-2-nitrobenzoato. La velocidad de formacién de este
Gltimo compuesto es proporcional a la actividad de la y-glutamil transpeptidasa presente
en la muestra y se puede medir cinéticamente a 410 nm. Se procedié siguiendo las

instrucciones del proveedor. El resultado se expres6 como mU de Y-glutamil

transpeptidasa/mg de proteinas.

5.- Técnicas de fraccionamiento subcelular

5.1.- Obtencion de mitocondrias hepaticas

Para realizar este fraccionamiento se siguié el protocolo descrito por Rickwood,
1987. Los higados (100 mg) se homogeneizaron mecanicamente con un potter de teflén
en un tampoén sacarosa-1ris que contenfa: Tris HCl 10 mM, sacarosa 25 mM, EDTA
0,5 mM y pH 7,4. Se centrifugaron a 600 g durante 10 minutos y con los sobrenadantes
obtenidos se repitié una centrifugacién a 15000 g durante 10 minutos. El pellet
resultante, donde se encontraban las mitocondrias, se resuspendié con el tampén citado.

Tras su sonicacién, se congel6 a -80 °C.

5.2.- Obtencion de mitocondrias corticales

Este fraccionamiento se basé en la técnica descrita por Adzic & col., 2009. Se
parti6 de muestras de corteza cerebral (100-150 mg) y se homogeneizaron con un
tampo6n que contenfa: Tris 20 mM, Glicerol 10%, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, EGTA
1 mM, DTT 2 mM y una mezcla de antiproteasas (indicada en la seccién 6 de Materiales
y Métodos). El proceso se realizé6 manualmente en un potter de teflén. Tras recoger una
alicuota del homogeneizado para la determinacién de las proteinas, se centrifugd a 2000

g durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se someti6 a una segunda

centrifugacion a 16000 g durante 30 minutos. El pellet se resuspendié en 500 PL del

tampén de homogeneizacién y se repitié la centrifugacién a 16000g durante 30 minutos.



Por ultimo, se desech6 el sobrenadante (donde se encontraban el citosol y los
microsomas) y se conservé el pellet, donde estaban contenidas las mitocondrias. Este se
resuspendié en un tampén de lisis que contenfa: Tris HC1 50 mM (pH 7,4), Glicerol 5%,
EDTA 1 mM, DTT 5 mM, Tritén 0,05% y la mezcla de antiproteasas. Se incubé con
agitaciéon orbital a 4 °C durante 90 minutos y, finalmente, se sonic6 (Sonicador: Sonics &

Materials Inc. Danbury, Connecticut, EE.UU).

5.3.- Separacion de capilares corticales

Estas preparaciones fueron obtenidas de cortezas cerebrales de ratas de 10 dfas
de vida, siguiendo la técnica descrita por Devaskar & col., 1991. Las cortezas cerebrales
(500 mg) se homogeneizaron con la solucién de Ringer, que contenfa: MgCl. 1,2 mM,
Hepes 15 mM (pH 7,4), glucosa 5 mM y dextrano 1%. El preparado se filtr6 a través de
mallas de nylon de 80 pum. Al filtrado obtenido, se le anadié un mismo volumen de
solucién de dextrano 26%. A continuacién, se centrifugé a 1000 g durante 10 minutos y
el pellet fue resuspendido en el tampén de Ringer. Esta mezcla se pasé por una columna
que contenia perlas de vidrio de 0,42—0,60 mm de didmetro. Tras una serie de lavados,
las perlas de vidrio fueron retiradas de la columna y los capilares, que quedaron
adheridos a ellas, se liberaron utilizando una solucién de sacarosa 0,32 M y agitacién
suave. Los fragmentos de capilares se recogieron por centrifugacién de esta solucién a
10000 g durante 10 minutos. El pellet, integrado por los microvasos de la corteza, se
resuspendié en tampén Hepes 20 mM a pH 7,4. Seguidamente, se sonicé y se determind
la concentracién de proteinas. Estas preparaciones de capilares se conservaron a -80 °C
hasta su posterior utilizacién y su pureza se evalué determinando la actividad de la y-

glutamil transpeptidasa (seccién 4.3 de Materiales y Métodos).
5.4.- Aislamiento de membranas corticales

El extracto crudo de membranas se obtuvo mediante centrifugacién diferencial de

los homogeneizados de corteza (150 mg) en el tampén Hepes 256 mM (pH 7,4), EDTA

4 mM, sacarosa 250 mM, fenil-metil-sulfonilfluoruro 8 mM y leupeptina 10 PUM. El
sobrenadante obtenido tras una centrifugacién de 5000 g, fue sometido a una segunda
centrifugacion de 150000 g durante 2 horas. El pellet resultante se resuspendié en
Hepes 20 mM pH 7,4, fue sonicado y se determiné la concentracién de proteinas.

Después, se conservo a -80 °C.

89



6.- Preparacion de lisados tisulares

En el caso de la corteza cerebral y el higado, se partié6 de unos 100-150 mg de
tejido que se lisaron con el homogeneizador Ultra-Turrax, IKA T10 Basic (IKA-
WERKE, Staufen, Germany), a velocidad méaxima durante 20-30 segundos, en 1-1,5 ml
de un tampon de lisis cuya composicién era: Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl. 1 mM,
CaCl: 1 mM, Na.P.O; 10 mM, NaF 10 mM, EDTA 2 mM, Glicerol 10%, Nonidet P40
1%, pH 7,5. Extempordneamente, se afnadieron las siguientes antiproteasas: PMSE 2
mM, Leupeptina 10 pM, o-Vanadato 2 mM, Benzamidina 2 mM y Aprotinina 10 pg/ml.
Los homogeneizados se mantuvieron en agitacién orbital a 4 °C durante 30-60 minutos
y a continuacién se centrifugaron a 100000 g durante 1 hora. Se recogié el sobrenadante
y se determiné su concentracién de proteinas. Finalmente se alicuoté y almacené a

-80 °C hasta su utilizacién (Laviola & col., 2001).

En el caso del hipotdlamo, se homogeneiz6 en su totalidad (15-25 mg) en el
Ultra-Turrax con un tampén RIPA (Flores & col., 2006) que contenfa: Tris 100 mM,
NaCl 150 mM, P,O7Nas 10 mM, deoxicolato 0,5%, SDS 0,1%, NP-40 1%, pH 7,6, y la
mezcla de antiproteasas antes indicada. Después de agitar a 4 °C durante 30 minutos, se

centrifug6 60 minutos a 10000 g y se recogié el sobrenadante.

7.- Inmunoprecipitaciones

Se llevaron a cabo en un volumen de lisado que contenia de 500 a 2000 pg de
proteinas, completado a 500 pl con el tampén de lisis; sobre ese volumen se afadié una
cantidad de 0,5 a 1 ng del anticuerpo primario y la mezcla se mantuvo en agitaciéon
orbital a 4 °C, durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, los inmunocomplejos se

recogieron introduciendo 20 pl de una de las siguientes preparaciones de agarosa:
* proteina A-agarosa (Roche), cuando el anticuerpo procedia de conejo.
* IgG-agarosa (Sigma), cuando el anticuerpo era monoclonal.

* “Gamma Bind Plus Sepharose” (una forma recombinante de la proteina G) (Amersham,

GE Healthcare, UK) cuando el anticuerpo procedia de cabra.

Se incubé a 4 °C, con agitacién orbital, durante 2 horas; los inmunocomplejos ligados a
la agarosa se separaron en el pellet resultante de una breve centrifugacién. A

continuacién se procedié a su lavado, aplicando uno de los siguientes procedimientos:



a) cuando se destinaron al anélisis de las proteinas mediante Western, se efectuaron tres
lavados con el mismo tampén de lisis y uno con PBS; finalmente se eluyé con el tampén
de carga descrito en la seccién 8.1 de Materiales y Métodos (con DTT) calentando 5

minutos a 95 °C.

b) cuando se destinaron a la valoracién de la PI 3-kinasa, se lavaron del siguiente modo:
dos veces con PBS y Tritén X-100 al 1%; una vez con Tris 100 mM, EDTA 1 mM y
LiCl 0,5 M (pH 7,5); una vez con Tris 26 mM, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM (pH 7,5).
Finalmente, tras centrifugar y descartar el sobrenadante, los inmunocomplejos ligados a

la agarosa se conservaron a -80 °C, hasta el momento de la valoracién enzimatica.

8.- Analisis de proteinas especificas: procedimiento del “Western
Blotting”

8.1.- Preparacion de las muestras

Un volumen de muestra que contenfa entre 15-150 pug de proteinas se mezcld en
proporcién 1:1 con el tampén de Laemmli (Laemmli, 1970): Tris 72 mM, pH 7,6; glicerol
10% (v/v), SDS 1% (p/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v) y DTT o B-mercaptoetanol
2 mM; se calent6 a 95 °C durante 5 minutos, antes de cargarlo en el gel. Para el analisis
de los GLUTSs y del OBRb, las muestras se trataron con el tampén sin el reductor y no

se calentaron.

8.2.- Electroforesis y transferencia a membrana

Se prepararon geles discontinuos con dos zonas de diferente concentracién de
poliacrilamida: 5% para el gel concentrador y 7-12% para el gel separador. EI primero,
que contiene los pocillos de depésito, sirve para alinear las muestras; el segundo, para
separar las proteinas. La concentracién de poliacrilamida utilizada en el gel separador

varié en funcién del peso molecular de la proteina a analizar.

El tampén utilizado en el desarrollo de la electroforesis fue el siguiente: Tris 0,25M,
glicina 1,9M y SDS 1%. La electrotransferencia se llevé a cabo en una membrana de
PVDF Immobilon-P (Millipore Corporation, Massachusetts, EE.UU) a 100 V, durante 2
horas, en frio, con el siguiente tampén: Tris 0,025M pH 8,3; glicina 0,19M, metanol al 1,
10 6 20% (porcentaje que varié en relaciéon inversa con el peso molecular de la proteina

analizada).
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Anticuerpo Casa comercial  Referencia  Dilucién
ACC fosforilada (Ser 79) Cell Signaling 3661 1/1000
Akt Cell Signaling 9272 1/1000
Akt-fosforilada (Ser 473) Cell Signaling 9271 1/1000
AMPK a Cell Signaling 2532 1/1000
AMPK a fosforilada (Thr 172) Cell Signaling 2535 1/1000
B actina Sigma-Aldrich A5316 1/4000
Bad Santa Cruz $C943 1/500
Bad fosforilada (Ser 112) Cell Signaling 9291 1/1000
Bax Santa Cruz 8C526 1/500
BelxLL Santa Cruz sc8392 1/500
Caspasa 3 Cell Signaling 9661 1/1000
Caspasa 3 activa Chemicon AB3623 1/1000
ERK Cell Signaling 9102 1/1000
ERK fosforilada(Thr 202/ Tyr 204) Cell Signaling 9101 1/1000
GLUT 1 Chemicon AB1341 1/8000
GLUT 2 Millipore 07-1402 1/1000
GLUT 3 Chemicon AB1344 1/1000
GR (receptor glucagén) Santa Cruz Sc66912 1/500
GS (glucégeno sintasa) Cell Signaling 3893 1/1000
GSKs a/ff Santa Cruz sc7291 1/500
GSKs a/p fosforilada (Ser21/9) Cell Signaling 9331 1/1000
IR [ lnmunoprecipitacion) Santa Cruz scT711 -
IRB Upstate 06-492 1/500
IRS1 Millipore 06-24:8 1/1000
[RS1 (inmunoprecipitacion) Santa Cruz sc559 -
IRS2 Millipore 06-506 1/1000
IRS2 (inmunoprecipitacién) Santa Cruz $c8299 -
JAR2 Millipore 07-1486 1/1000
JAK2 fosforilada (Tyr1007/1008) Millipore 07-606 1/1000
JNK Cell Signaling 9252 1/1000
JNK fostorilada (Thr 183/ Tyr 185) Santa Cruz sc12882 1/500
MCT1 Millipore AB3540P 1/1000
MCTz2 Santa Cruz 8c50323 1/500
MCT4 Millipore AB3314P 1/1000
mTOR Cell Signaling 2972 1/1000
mTOR fosforilada (Ser24438) Cell Signaling 2971 1/1000
ObR Santa Cruz sc1834 1/500
ODbR fosforilada (Tyr 1138) Santa Cruz sc16421 1/500
p3s Santa Cruz sc585 1/500
p38 fosforilada (Thr 180/ Tyr 182) Cell Signaling 9216 1/1000
P70S6K Cell Signaling 9202 1/1000
P70S6K fosforilada (Thr 889) Cell Signaling 9204 1/1000
PIsK subunidad p85 O Abcam AB250 1/1000
PI3SK subunidad p85 3 Abcam AB252 1/1000
POMC Abnova  PAB8938 1/1000
PTP1B Millipore 07-088 1/1000
PYGB/L/M (glucégeno fosforilasa) Santa Cruz SC46347 1/500
SOCS3 Cell Signaling 2932 1/1000
Serina fosforilada Millipore AB1603 1/1000
STATS Cell Signaling 9132 1/1000
STATS fosforilada (Tyr 705) Cell Signaling 9131 1/1000
Tyr fostorilada Millipore 05-321 1/1000
Tyr fosforilada(inmunoprecipitacion) Santa Cruz sc508 -

Tabla 1. Anticuerpos Western



8.3.- Inmunodeteccion

Finalizada la transferencia, se bloquearon todos los sitios de unién inespecificos a
protefnas. Para ello, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente, con agitacion, en la siguiente solucién de bloqueo: tampén PBS (NaCl 0,68M,
KCI 18,4 mM, KH.PO4 7,3 mM, Na,HPO4 40 mM) suplementado con leche en polvo
desnatada al 5%. En algunos casos, el bloqueo se realizé con una solucién de BSA al 3%
en PBS. Posteriormente se eliminé este tampén y se sustituyé por una solucién del
anticuerpo primario disuelto en PBS, PBS-BSA 3% o PBS-leche en polvo desnatada 3%.
Se incubé a 4 °C durante toda la noche. Algunos anticuerpos fueron conservados a 4 °C
con azida sédica al 0,02%, para posteriores reutilizaciones. Todos los anticuerpos que se
han empleado, las diluciones aplicadas y la casa comercial de procedencia, estdn

indicados en la Tabla 1.

Tras esta incubacién, se realizaron 4 lavados de 10 minutos con agitacién en la
solucién lavadora T-TBS (Tris 0,01M, NaCl 0,15M, Tween-20 al 0,05% (pH 8,0). A
continuacioén, las membranas se incubaron con el segundo anticuerpo, dirigido contra las
inmunoglobulinas de ratén, cabra o conejo y conjugado con peroxidasa (Sigma-Aldrich,
San Lufs, EE.UU). La incubacién se efectué durante 1 hora, tras la cual se realizé otra

serie de lavados con la misma solucion anterior.

La deteccion de los inmunocomplejos se efectué por quimioluminiscencia,
tratando la membrana con los reactivos de revelado “ECL Western Blotting Detection
Reagents” y colocdndola en una cassette. Posteriormente, fue expuesta a una pelicula
radiogréfica durante periodos de tiempo que variaron desde unos pocos segundos hasta
algunos minutos. Todos los productos necesarios (reactivos, cassettes y peliculas) se
adquirieron de Amersham (Amersham, GE Healthcare, Reino Unido). Tras la
exposicién, la pelicula se revelé en el procesador Curix 60 AGFA (AGFA-Gevaert,
Bonn, Alemania). Por ultimo, se escaneé y se densitometraron las intensidades de las
bandas correspondientes a la proteina de interés, aplicando el programa informético

ImageGauge 4.0 (ScienceLab 2001, Fujifilm).

8.4.- Borrado y reutilizacion de las membranas

Una vez reveladas las membranas, se sumergieron durante 30 segundos en
metanol y 1 minuto en agua; después se almacenaron a -20 °C. Para analizar otras

protefnas en estas mismas membranas, se sometieron a un proceso de borrado
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(“stripping”). Para ello se preparé una solucién que contenia Tris 50 mM pH 6,8; SDS

2% y B-mercaptoetanol 100 mM. Las membranas se trataron con ésta y se dispusieron
en un bafio con agitacién a 60 °C, durante 30 minutos. A continuacioén, se efectuaron seis

lavados de 10 minutos cada uno con la solucién lavadora T-TBS (especificada en la

seccion anterior) hasta que desaparecié el olor a [B-mercaptoetanol. Por ultimo, se
procedié a bloquear las membranas y se continué aplicando la técnica del Western Blot

como se ha descrito.

9.- Inmunohistoquimica de la corteza cerebral e hipotalamo

Estos estudios tuvieron dos objetivos: a) precisar la localizaciéon del glucégeno de

la corteza cerebral y b) cuantificar el NPY y POMC en el hipotdlamo.

9.1- Fijacion e inclusion en parafina

Los cerebros de ratas de 1, 10 y 70 dfas de vida fueron extraidos y se
sumergieron en el liquido fijador Bouin (solucién acuosa a saturaciéon de 4cido picrico
filtrado, formaldehido 83,3% y 4cido acético 2%). Se mantuvieron inmersos en esta
solucién durante al menos 16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se deseché
el liquido fijador y se sumergieron en etanol de 70° durante dos horas, cambiando el
alcohol transcurrida la primera hora. A continuacién, los cerebros se siguieron
deshidratando pasandolos por soluciones de etanol de mayor graduacién: un bafo de 95°
durante 80 minutos y 3 bafios de 30 minutos en etanol de 100°. Después se impregnaron
en el disolvente orgédnico D-Limoneno (8 bafios de 15 minutos). Luego se bafiaron en
parafina liquida (Paraffin M.P. 56-58 °C, Panreac) dentro de una estufa a 60 °C, para
eliminar los restos del disolvente (2 bafios de 2 horas cada uno). Finalmente, los cerebros
se incluyeron en moldes con la parafina definitiva (Paraplast plus, Mc Cormick
Scientific) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 24-48 horas. Una vez

desmoldados se conservaron a 4 °C hasta su utilizacién.

9.2.-Montaje de los cortes en los portaobjetos

Los cerebros incluidos en la parafina se dispusieron en un microtomo (Leica RM

2125RT) para realizar cortes coronales de 5 a 10 Um. Los cortes que se estudiaron
tueron los correspondientes a la zona de la corteza cerebral y a la zona central, donde se

encuentra el hipotdlamo (concretamente, a la altura del tercer ventriculo). Todos ellos se



bafiaron con agua destilada a 87 °C (bafo J.P. Selecta) y cuando el tejido estuvo
completamente estirado, se montaron en portaobjetos (Superfrost Plus, Menzel Gliser,
Termo Scientific). Tras una incubacién de 24 horas en la estufa a 35-37 °C, los cortes se
desparafinaron por contacto, durante unos segundos, con una placa caliente a 72 °C (Bio-
optica, Milano S.P.A., Italia). A continuacién, se rehidrataron mediante bafos de 2
minutos en cubetas que contenfan: D-Limoneno, etanol en orden de graduacién

decreciente (100° 95° y 70°) y agua destilada.

9.3.- Marcaje con anticuerpos

Tras la desparafinacion, los portaobjetos se lavaron durante 2 minutos con Tris-
NaCl 0,05M. Después, los cortes se aislaron para tratarlos individualmente en un mismo
portaobjetos con los diferentes anticuerpos, utilizando un rotulador Dako pen (Liquid
Blocker, Invitrogen). Se siguié el procedimiento de marcaje descrito en “Mouse
Immunocruz Stainning System”, de Santa Cruz (sc-2050) (Santa Cruz Biotechnology,
California, EE.UU) con algunas modificaciones. Este procedimiento consistié en lo
siguiente: primeramente se bloqued la actividad peroxidasa endégena empleando el
reactivo correspondiente del kit durante 5 minutos. Después, se realizaron dos lavados
de dos minutos con Tris-NaCl 0,05 M y se bloque6 con suero de cabra al 10% durante
30 minutos. A continuacion, se retir6 el suero de cabra y los cortes se incubaron con el
anticuerpo primario durante 16 horas a 4 °C en cdmara himeda. Los anticuerpos, sus
referencias y las diluciones empleadas para el marcaje histoquimico, se indican en la

Tabla 2.

Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilucién
Neu N Chemicon MAB377CloneA 1/1000
NPY Santa Cruz sc14727 1/500

Tabla 2. Anticuerpos empleados en la inmunohistoquimica

NeuN es una proteina expresada casi exclusivamente en el niicleo y citoplasma de
las neuronas; por ello se utiliza para marcar este tipo de células. El péptido NPY se

expresa fundamentalmente en el hipotalamo.

Tras la incubacién, se realizaron dos lavados de dos minutos con Tris-NaCl
0,05M. Después, se efectué una incubacién durante 1 hora con los anticuerpos
secundarios correspondientes (procedentes de cabra o ratén). Tras lavar de nuevo dos

veces con Tris-NaCl 0,056M, los cortes se trataron con tetrahidrocloruro de 3,3°-



diaminobenzidina (DAB) (Vector Laboratories, California, EE.UU) durante 2-4 minutos,
hasta obtener una coloracién marrén que se visualiz6 con el microscopio Leica DM 1000
(Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona). Para detener la reaccién con el DAB, los cortes
se sumergieron en cubetas con agua destilada y después se procedié a su deshidratacién,
lavando los portaobjetos durante 2 minutos con soluciones de etanol de graduacién
creciente. Finalmente, se bafiaron 2 veces durante 2 minutos con D-Limoneno y se
afiadieron unas gotas de Eukitt (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU), adhesivo que fija los
cubreobjetos sobre los portas. Tras 16 horas en campana, las preparaciones quedaron

secas y disponibles para la toma de imagenes en el microscopio.

9.4.- Analisis histoquimico del glucéogeno

Para marcar el glucégeno de la corteza cerebral se aplicé la técnica del 4cido
periédico-reactivo de Schift (PAS). Con algunas adaptaciones, se siguié el protocolo
empleado por Kong & col.,, 2002. Tras el montaje de los cortes en los portaobjetos
(seccién 9.2 de Materiales y Métodos), se les afiadi6é acido periédico al 0,5% (Sigma-
Aldrich) durante 10 minutos. Después de un lavado con agua destilada, se trataron con
el reactivo de Schift (Sigma-Aldrich) durante 25 minutos. Por ultimo, se procedié a la

deshidratacién y montaje con los cubreobjetos. También se llevaron a cabo controles

negativos tratando con O-amilasa (Sigma-Aldrich) durante 1 hora antes de la aplicacién
del 4cido periédico (amilasa al 0,1% en tampén fostato 0,2M, pH 6,9). En estas muestras
no se encontr6 glucégeno debido a la digestién desarrollada por esta enzima. De manera
similar, se realiz6 un control con dimedona (5,5-dimetil-1,5-ciclohexanodiona 95%,
Sigma-Aldrich) durante 15 minutos, en un bafio a 65 °C, antes de la tincién con el
reactivo de Schiff (dimedona a saturacioén: solubilidad 4g/L en agua a 20 °C; se prepar6 a
una concentracién de 8 mg/mL y se filtrd). En estas muestras no se tifieron los vasos ni

el tejido conectivo que contenfan mucopolisacédridos y glicoproteinas.

9.5.- Toma de imagenes

Una vez montadas las preparaciones con los cubreobjetos, las imédgenes se
tomaron en un microscopio Nikon Eclipse 801 (Nikon Instruments Inc, Nueva York,
EE.UU) acoplado a una camara digital y al software de tratamiento de imdagenes

ArchiMED.



10.- Analisis de la expresion génica
10.1.- Extraccion del ARN hipotalamico

Para analizar la expresién de algunos genes del hipotdlamo en ratas de diferentes
edades y condiciones (1, 10 y 70 dias de vida; controles y subnutridas), se extrajo en
primer lugar su ARN. El método seguido fue el del Trizol. Este reactivo lisa las células
del tejido manteniendo la integridad del ARN (Chomczynski & Sacchi, 1987). Cada
hipotalamo fue triturado en un mortero con nitrégeno liquido e inmediatamente después
se trasvasé a un eppendort que contenfa 1 mL de Trizol. A continuacién, se vortexd
vigorosamente durante 30 segundos y se incub6 en hielo durante 5 minutos. En la fase
de separacién, se afadieron 200 pl. de cloroformo y después de vortexar, se efectué una
incubacién a temperatura ambiente para facilitar la completa disociacién de los
complejos nucleoproteicos. Después de una centrifugacién de 15 min a 15000 g y a 4 °C,
la mezcla se separé en tres fases: inferior orgénica (fenol-cloroférmica), interfase y
superior acuosa, en donde estaba el ARN. Se recogié esta tltima fase y se traté con 500
uL de isopropanol para precipitar el ARN. Después de agitar por inversién, se incub6 a
-20 °C durante 16 horas. A continuacién, las muestras se centrifugaron durante 30
minutos a 15000 g y 4 °C. Después de aspirar los sobrenadantes, los pellets se lavaron
con 1 mL de etanol frio al 75% y tras una centrifugacién corta (10 min, 15000 g, 4 °C) se
desecharon de nuevo los sobrenadantes. Por tltimo, los pellets de ARN se dejaron secar
durante 10-20 minutos en la campana y se resuspendieron con 20 puL de agua libre de

ARNasas.

Para conocer la concentracién del ARN total, se preparé una dilucién 1:50 de
cada muestra con agua destilada. Se cuantificé la absorbancia a 260 nm y 280 nm en un
espectrofotémetro con luz ultravioleta Biomate3 (ThermoSpectronic, Thermo Fisher,
Madrid). Teniendo en cuenta que 1 unidad de densidad 6ptica a 260 nm equivale a 40
Hg/HUL de ARN (Sambrook & col., 1989), se calcul6 la concentracién. Por otro lado, la
relacién de absorbancias 260/280 indica el grado de pureza del ARN; se considera

6ptima si estd comprendida entre 1,8-2.

10.2.- Determinacion de la integridad del ARN

Para comprobar si la integridad del ARN se mantuvo durante el proceso de
aislamiento, las muestras se sometieron a una electroforesis horizontal en gel de agarosa.

Este gel estaba compuesto por: TBE 1x (Tris-borato 90 mM pH 8,3; EDTA 2 mM),
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agarosa 1% y bromuro de etidio 0,01%. Una vez solidificado y dispuesto en la cubeta con
el tamp6on TBE 1x, se tomé un volumen de cada muestra correspondiente a 1 pg de
ARN y se mezcl6 con 2 pL. de LSB 6x (Tris 0,5 M, pH 6,8; glicerol 47% (v/v), SDS 12%
(p/v), azul de bromofenol 0,006%, DTT 9,3%) (Laemmli, 1971) y agua destilada. Esta
mezcla se cargd en los pocillos y la electroforesis se desarrollé durante 30 minutos a 90
V. Transcurrido este tiempo, se visualiz6 en un transiluminador LONGLIFE™ Filter
(Spectroline, Nueva York, EE.UU) de luz UV. Con el ARN no degradado, se observaban
dos nitidas bandas correspondientes al ARNr 28S y 18S. Se debe obtener una relacién

2:1 de ARNr 28S respecto del 18S.

10.3.- Transcripcion inversa del ARN

El ARN purificado y aislado se transformé en ADN complementario (ADNc)
siguiendo las instrucciones del kit: “High capacity cDNA Reverse Transcription kit (2x)”
(Applied Biosystems, California, EE.UU). El protocolo se basé en la preparaciéon de una
mastermix que contenfa tampén (10x), dNTPs (25x), random primers o cebadores (10x),
la enzima transcriptasa inversa y el inhibidor de ARNasas. En un volumen final de 50
ML, se mezclaron 25 L de esta mastermix con el ARN de cada muestra y agua libre de
ARNasas. Después se incubaron en un termociclador Verity 96 well Thermocycler
(Applied Biosystems, California, EE.UU) durante 10 minutos a 25 °C, seguidos de 120

minutos a 37 °C. Finalmente, los ADNc se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion.

Suponiendo que todo el ARN se hubiera transformado, la concentracién final de
ADNCc serfa de 80 ng/HL, puesto que se afiadi6, cada vez, una cantidad equivalente a 4

Mg de ARN en un volumen final de 50 PL. Para comprobar que todo el ARN de las

muestras se habia convertido en ADNC, se realizaba una PCR de GAPDH como control.

10.4.- Desarrollo de la RT-qPCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método muy sensible y fiable
que se utiliza para amplificar los transcritos de ADNc obtenidos mediante la
transcripcién inversa del ARN. Siguiendo el protocolo de “TagMan® Gene Expression
Assays” (Applied Biosystems, California, EE.UU), en primer lugar se consider6 el
ntimero de reacciones, por duplicado, de cada una de las muestras (incluyendo los
controles sin muestra y los controles endégenos). A continuacién, se hicieron las
preparaciones para cargar la placa de PCR, mezclando cada muestra de ADNc con las

proporciones adecuadas de los siguientes reactivos: mastermix “FastStart Universal



Probe Master (Rox)” (Roche, Penzberg, Alemania) y los primers adecuados en cada caso

(Tabla 3).

Simbolo . Localizacién en el Referencia de la Longitud Cédigo
Nombre del gen Especie . .,
del gen cromosoma secuencia del gen  amplicén Taqman®
Npy Neuropeptido Y Rata  Chr.4: 78038013 - 78045187 NM_012614.1 108 Rno1410145_m1
Pomc Proopiomelanocortina Rata Chr.6: 26931969 - 26937789 NM_139326.2 92 Rn00595020_m1
Rps18 Protefna ribosomal 18s Rata Chr.20: 5083626 - 5087304 NM_218557.1 62 Rno1428913_gH

Tabla 3. Primers empleados. Suministrados por Applied Biosystems, California, EE.UU

También se anadié agua libre de ARNasas para ajustar los volimenes. Esta
mezcla se cargé en placas de 96 pocillos (20 UL en cada uno) y fueron analizadas en la
Unidad de Gendémica de la Facultad de Biologfa de la UCM (UCM-Parque Cientifico de
Madrid). En este CAI cuentan con el termociclador (7900HT Fast Real-Time PCR

instrument) que ejecuta un programa de 40 ciclos, de 10 minutos cada uno, a 95 °C.

10.5.- Calculo de la expresion génica relativa

En una RT-qPCR los genes se detectan por acumulacién de sefial fluorescente,
expresada numéricamente como Ct (“cycle threshold”) o nimero de ciclos requeridos
para superar un determinado umbral de intensidad (“threshold”). Los niveles de Ct son
inversamente proporcionales a la cantidad del gen de interés en la muestra y se
analizaron empleando el método de 2<**CY (Livak & Schmittgen, 2001). Usando este
algoritmo, en primer lugar se normaliz6 la expresién del gen en todas las muestras
mediante el control endégeno elegido, el cual se expresaba de manera uniforme y

constante en todas ellas:

ACt = Ct (gen de interés) — Ct (gen enddégeno: RpS 18)

En segundo lugar, se comparé la expresién del gen en cada muestra problema con las de

referencia o controles:

AACt = ACt (muestra problema) — ACt (muestra de referencia)

11.- Estudios de imagen de Resonancia Magnética Nuclear

Para llevar a cabo esta técnica se utilizaron 30 ratas hembras divididas en 6
grupos de 5 animales. Los dos primeros correspondian a las que habian estado

subnutridas hasta los 70 y 270 dfas de vida, respectivamente. El tercer grupo estaba
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tormado por las ratas de 270 dias que se habfan subnutrido y después realimentado con
dieta de cafeterfa a partir de los 70 dfas. El cuarto y el quinto grupo estaban constituidos
por ratas de 70 y 270 dias, respectivamente, alimentadas ad libitum con pienso estandar.
El dltimo grupo se componfa de ratas controles de 270 dfas que habfan sido

realimentadas con dieta de cafeterfa a partir de los 70 dias.

Las imdgenes de resonancia magnética se tomaron en el CAI de Resonancia
Magnética Nuclear de la UCM. Los animales fueron anestesiados con isofluorano y
dispuestos en un tomoégrafo Bruker BioSpin MRI GmbH (BioSpec: 47/40, Bruker,
Ettlingen, Alemania) de 4.7 T e imén de 40 cm (Fig. 14). La secuencia de repeticién de
“spin” fue de 20 ms y el tiempo de resonancia fue de 15ms. La matriz de las imagenes se
correspondfa con 256X128 y el campo visual (“field of view” o FOV) se fue modificando
en funcién del tamafio de cada animal. Para estudiar todo el cuerpo de cada rata se
tomaron imdgenes en capas contiguas y sucesivas longitudinalmente, desde la cabeza
hasta la base de la cola (Granton & col., 2010). El nliimero medio de capas obtenidas por
animal fue de 24 y el programa utilizado para la toma de estas imdgenes fue el software

Paravision.

Fig. 14. Bruker Biospec 47/40 para la toma de imagenes de resonancia

11.1.- Tratamiento de las imagenes

Para la cuantificacién de la grasa total, cada una de las capas fue evaluada
individualmente utilizando el programa informético de tratamiento de imagenes Image J
Launcher 1.46r. Este programa permitié seleccionar un umbral (“threshold”) (Otsu,
1979) para establecer las regiones correspondientes al tejido adiposo y poder
cuantificarlas. En primer lugar se determinaron las 4reas. Para ello, los pixeles que se

correspondfan con regiones grasas, fueron sumados automaticamente por el programa y



multiplicados por el drea de cada pixel. En segundo lugar se cuantificaron los volimenes,
multiplicando el area correspondiente al tejido adiposo de cada capa por el grosor de la
misma (1.5 mm). Finalmente, el volumen total de tejido adiposo se determiné sumando
los voliimenes de todas las capas que componian el animal, segiin Shen & col., 2003. Este
andlisis proporcioné una medida directa del volumen total de tejido graso en cada
animal. La masa de este tejido se calcul6 asumiendo que su densidad es de 0,90 g/mL
(Siri, 1961), que el grado de hidratacién es el mismo en todos los depésitos grasos y que

no hay diferencias al respecto entre los grupos de animales (Ishikawa & Koga, 1998).

11.2.- Cuantificacion de la grasa visceral y subcutanea

Aunque no fue posible diferenciar los tipos especificos de grasa interna (como por
ejemplo: mesentérica, retroperitoneal, etc.) esta técnica permitié identificar la grasa
visceral y la subcutdnea (Rong-Ying & col,, 2009; Thomas & Bell, 2003). El tejido
adiposo contenido dentro del abdomen fue considerado como visceral. En cada capa de
todos los animales, se utilizaron las herramientas contenidas en el programa Image J
para cuantificarlo (Ishikawa & Koga, 1998). De manera similar, se identificé y midi6 el
tejido adiposo subcutdneo (Whittle & col., 1999). La masa de los dos tipos de tejido

adiposo se calculé como se ha descrito para la grasa total.

11.3.- Medicion de parametros antropométricos

Para valorar algunos indices como el de Lee o el de masa corporal, en las
imégenes de resonancia se determinaron algunos pardmetros antropométricos como la
longitud naso-anal, el didmetro de la cintura a la altura del ombligo y el didmetro
torécico, medido debajo de las patas delanteras. Para realizar estas determinaciones, se
escogié la capa central de cada animal y se usaron herramientas del programa de

tratamiento de imagenes Image J segtin Maurovich-Horvat & col., 2007.

12.- Expresion de los resultados

Los valores presentados constituyen la media = SEM (error estandar de la
media) de los datos obtenidos a partir de un ntimero suficiente de experimentos, que esté
indicado en los resultados correspondientes. La significacién estadistica de la diferencia
entre las medias fue determinada mediante dos tests: la t de Student o el anédlisis de la

varianza (ANOVA). Este tltimo se emple6 para comparaciones multiples. Los soportes
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informaticos utilizados para estos célculos estadisticos fueron los programas SPSS y

Excel. La significacién se expresé del siguiente modo:

* cuando p<0,05; ** cuando p<0,01; *** cuando p<0,001.

En el caso de las comparaciones multiples, las significaciones se indicaron mediante
letras como superindices; letras distintas expresan una diferencia significativa, con un

grado minimo de p<0,05.
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IV. RESULTADOS






1.- Estudio del higado de ratas lactantes

1.1.- Caracteristicas del higado de las ratas lactantes de 10 dias

Los higados de las ratas subnutridas lactantes pesaron un 55% menos que los de
sus controles. Sin embargo, la relacién peso higado/peso cuerpo no se vio alterada. El
contenido de glucosa y lactato hepaticos disminuyeron con la subnutricién, mientras que

el glucégeno y los cuerpos ceténicos se incrementaron (Tabla 4).

CONTROLES SUBNUTRIDAS
Peso higado (g) 0,621 £ 0,015 0,347 £ 0,005 *¥%*
Peso higado/ peso cuerpo 2,84 + 0.07 2,75 + 0,04
Glucosa (mg/g) 1,13 + 0,04 0,57 £ 0,03 *¥*
Glucégeno (mg/g) 20,56 £ 1,3 83,4 1,3 %¥*
Lactato (umol/g) 1,23 + 0,04 0,72 £ 0,07 *¥*
Piruvato (umol/g) 0,09 = 0,01 0,07 + 0,01
Cuerpos ceténicos (umol/g) 0,88 £ 0,05 1,68 & 0,09 ***

abla 4. Peso del higado, relacion peso higado/peso cuerpo y contenido hepatico de glucosa,

Tabla 4. P del higad 1 P higado/p po y tenido hepitico de gl

glucégeno, lactato, piruvato y cuerpos ceténicos de las ratas lactantes de 10 dias de vida. Los
atos estin expresados como las medias + se corresponden con 6-8 determinaciones
dat té presad 1 dias + SEM y pond 6-8 det

para cada condicién. Las diferencias significativas se reflejan como: ***p<0,001.

1.2.- Actividades de enzimas mitocondriales del metabolismo cetdonico

Se evaluaron las actividades de las enzimas mitocondriales hepéticas implicadas
en la producciéon de cuerpos ceténicos. La actividad de la 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa no se modificé por la subnutricién: 8615 en controles frente a 8917 en
subnutridas. Por el contrario, la acetoacetil-CoA tiolasa aumenté en un 43% en la
poblacién de ratas subnutridas: 102+5 vs. 69+7. En ambos casos se expresa como
nmol/min/mg, p<0,01 (el analisis de estas actividades estd detallado en la seccién 4.1 de

Materiales y Métodos).
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1.3.- Transportadores de glucosa y monocarboxilatos

A continuacién se analiz6 el efecto de la subnutriciéon sobre los transportadores

de glucosa y de monocarboxilatos. Tanto GLUT1 como GLUT2 se encontraron

incrementados (Fig. 15a).

Fig. 15. (a) Transportadores de glucosa
(GLUT-1, GLUT-2) y (b) transportadores de
monocarboxilatos (MCT1, MCT?2) en el higado
de ratas lactantes de 10 dias de vida: C,
controles; S, subnutridas. Las barras negras se
corresponden con las controles y las blancas
con las subnutridas. Se trata de las medias +
SEM de 6-8 determinaciones independientes.
En la parte superior de la figura, se han
incluido autorradiografias representativas en
cada caso. Las diferencias entre controles y
subnutridas fueron: **p<o0,01.

(a) GLUT1

unidades

z 150 %
i 100
f 50
0
Cc S

MCT1

En cuanto a los transportadores de monocarboxilatos, el MCT1, la forma

predominante en el higado, aumenté sustancialmente en los animales subnutridos; por el

contrario, no se observaron cambios en los niveles de MCT2 (Fig. 15b).



1.4.- Enzimas reguladoras del metabolismo del glucégeno

Analizamos la expresién de la glucégeno sintasa (GS) y glucégeno fosforilasa
(GP), enzimas claves en el metabolismo del glucégeno. GS experimenté un marcado
aumento en las ratas subnutridas, quedando aproximadamente 5 veces por encima del

valor control, mientras que la GP disminuy6 (Fig. 16).

Fig. 16. Glucégeno sintasa y glucégeno

oo G fosforilasa (GS, GP) en el higado de

Con - : ratas de 10 dias de vida: C, controles; S,

subnutridas. Las barras negras se

B actina E B actina corresponden con las controles y las
blancas con las subnutridas.

Se han incluido autorradiografias

600 - *kk 120 | representativas. Los datos son las

medias £ SEM de 6-8 determinaciones
independientes. Las diferencias entre

—2 ‘3 80 1 controles y  subnutridas  fueron:
Z3 **¥p<0,01 y *** p<0,001.
5Z 40
0 - 0 A
C S C S

1.5.- Via de senalizacion de la insulina

Para estudiar el posible efecto de la subnutricién sobre la sensibilidad hepatica a
la insulina se analizaron algunas protefnas de la via de sefiales de esta hormona. No se

encontraron diferencias entre ambos grupos de ratas (controles y subnutridas) en las

siguientes: receptor, IRS-1, isoformas O y 3 de p85 (la subunidad reguladora de la PISK)
(Fig. 17a). Sin embargo, se hallaron incrementos significativos de IRS-2 total, IRS-2
tostorilado e IRS-2 asociado con el receptor (en la condicién basal) en las ratas sometidas
a subnutricién (Fig. 17b). Igualmente, tanto el contenido de Akt como de Akt fosforilado
se encontraron aumentados en esas ratas (Fig. 17¢). La actividad de la PI8K asociada con
el IRS-2 fue casi inapreciable en el estado basal. Tras la administracién de insulina
(5 Ul/kg por via i.p.) esta actividad aumenté mas en los animales restringidos que en los

controles (Fig. 17d).
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Fig. 17. Diferentes proteinas de la via insulinica en el higado de ratas lactantes de 10 dias de vida. (a)
Receptor de insulina (IR), sustrato del receptor de insulina-1
fosfatidilinositol kinasa-3: ps8sa y p85B. (b) Sustrato del receptor de insulina-2 (IRS-2), IRS-2
fosforilado en tirosina, IRS-2 asociado a IR. (c¢) Protein-kinasa B (Akt) y Akt fosforilada en Ser-473. (d)
Actividad de PIskinasa asociada a IRS-2. Se muestran los autorradiogramas mas representativos. Las
graficas (barras negras, controles y barras blancas, subnutridas) corresponden a las medias + SEM de 6-
8 determinaciones independientes. C, controles; S, subnutridas. Las diferencias entre ambos grupos

fueron: ¥*p<0,05; *¥*p<0,01 y ***p<0,001.
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Las isoformas fosforiladas de la GSK3, implicada en la regulacién de la sintesis

del glucégeno y diana de la Akt, también se estudiaron en el higado de estas ratas. La p-

GSK3pB (predominante en el higado) experimenté un aumento mayor en las ratas




subnutridas tras la estimulacién con la insulina indicada anteriormente (Fig. 18a). Por
Gltimo, se observé que la hormona indujo un incremento de la fosforilacién de la
protefna P70S6 kinasa en ambas poblaciones de animales; sin embargo, en la condicién
basal la cantidad de P70S6 kinasa fosforilada era mayor en las ratas restringidas (Fig.

18b).
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Fig. 18. Contenido de glucégeno sintasa kinasa-3 fosforilada (GSK3) (a) y P70S6 kinasa fosforilada
(b) en el higado de ratas lactantes, tanto en la condicién basal como en la tratada con insulina. Las
barras (negras, controles y blancas, subnutridas) de los graficos son las medias + SEM del andlisis
de 6-8 determinaciones independientes. En la parte superior, se muestran autorradiografias
representativas. C, controles; S, subnutridas. Las diferencias entre estos grupos y entre las
condiciones basal y tratada con insulina fueron: *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001, segun se indica
en las graficas.

1.6.- Sensibilidad hepatica al glucagon

La sensibilidad hepética al glucagén se estudié analizando su receptor asf como
los efectos de esta hormona sobre el contenido de glucégeno y sobre la glucemia. El
receptor del glucagén estaba considerablemente reducido en las ratas subnutridas (Fig.

19a).
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Fig. 19. En ratas lactantes de 10 dias de vida, se muestran: (a) Receptor hepitico de glucagén (GR),
incluyendo un autorradiograma tipico. (b) Glucemia basal y su evolucién tras la administracion de
glucagén. (c) Contenidos de glucégeno hepatico basal y tras la administracién de glucagén. Esta
hormona se administré en las condiciones descritas en Materiales y Métodos (secciéon 2.3). Las barras y
simbolos negros corresponden a las ratas controles (C) y los blancos a las subnutridas (S). Los valores
mostrados son las medias £ SEM de 8 determinaciones independientes. Las diferencias significativas
entre Cy S, asi como entre las condiciones basal y estimulada, se representan como: *p<0,05; **¥p<0,01 y
*#%p<0,001.

Para evaluar la respuesta al glucagén, se administré una dosis de la hormona, (2

Hg/g por la vena cava, como se explica en la seccién 2.3 de Materiales y Métodos) y se
midieron la glucosa sérica y el glucégeno hepético. Como se ve en la Fig. 19b, la
glucemia fue incrementandose progresivamente a lo largo de 30 minutos en las ratas
controles; sin embargo, en las subnutridas sélo experimenté un ligero aumento durante
los primeros cinco minutos y los valores se mantuvieron siempre por debajo de sus
respectivos controles (Fig. 19b). En cuanto al contenido de glucégeno, el glucagén causé
una reduccién muy importante (en torno al 90%) en los animales controles mientras que
en los subnutridos, (cuyos niveles basales de glucégeno estaban mas altos) la

disminucién fue bastante menor (del 65%) (Fig. 19c).

2.- Estudio de la corteza cerebral de ratas lactantes

2.1.- Caracteristicas generales de las ratas lactantes de 10 dias

Las caracterfsticas de los dos grupos de ratas lactantes, controles y subnutridas,
estdn reflejadas en la Tabla 5. En las ratas subnutridas se observaron disminuciones del
54% en el peso corporal y del 18% en el peso del cerebro, respecto de los valores
controles. Sin embargo, la relacién peso cerebro/peso cuerpo fue mayor en el caso de las

ratas restringidas. Los niveles sanguineos de glucosa, insulina y glucagén se



encontraron disminuidos en los animales subnutridos (en un 15, 65 y 60%,
respectivamente) mientras que los cuerpos ceténicos experimentaron un aumento del
45%. La subnutricién también produjo un incremento del 30% del glucégeno presente en

la corteza cerebral, en comparacién con los animales controles (Tabla 5).

CONTROLES SUBNUTRIDAS

Peso corporal (g) 21,9 £ 0,7 12,3 £ 0,2 ***
Peso cerebro (g) 0,74 £ 0,06 0,61 & 0,05 ***
Peso cerebro/peso corporal 3,38 £ 0,07 4,97 £ 0,11 **x*
Glucosa en suero (mg/dL) 144 + 8 128 £ g #**
Insulina en suero (ng/mL) 0,87 + 0,14 0,29 * 0,06 ***
Glucagon en suero (pg/ml) 128 12 48 £ g HFH*
Cuerpos ceténicos en suero (pmol/mL) 0,83 *+ 0,007 1,20 + 0,11 **
Proteinas en corteza cerebral (mg/g) 122 + 3 127 = 8
Glucégeno en corteza cerebral (pmol/g) 3,6 0,2 4,6 £ 0,2 **

Tabla 5. Caracteristicas de las ratas lactantes de 10 dias de vida. Los datos estin expresados
como media = SEM y se corresponden con 8-12 determinaciones para cada condicién. Las
diferencias significativas se reflejan como: **p<0,01 y ***p<0,001.

Para identificar la localizacién celular del glucégeno acumulado en la corteza
cerebral, se efectuaron estudios citoquimicos e inmunohistoquimicos. En primer lugar, se
tifieron las neuronas con un anticuerpo correspondiente a la proteina Neu-N (Mullen &

col,, 1992), presente exclusivamente en las células neuronales (Figs. 20c y 20d).
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CONTROLES Fig. 20. Micro-

fotografias de cor-
tes de 10 Pm de la
corteza cerebral de
ratas lactantes (10
dias de vida). Tin-
cién de glucégeno
con reactivo de
Schiff (a) y (b). In-
munohistoquimica
con anti Neu-N (c)
y (d). Aumento del
microscopio: 40x.

A continuacién, se llevé a cabo la tincién del glucégeno en cortes seriados y se
obtuvo una coloracién rosada, propia del reactivo de Schift, que puso de manifiesto este
polisacérido, ampliamente distribuido por todo el cértex de los animales (Figs. 20a y
20b). Segtin se puede apreciar en las fotogratias, las células que no se tifieron se
corresponden morfolégicamente con las marcadas con Neu-N, demostrando que las
células neuronales estdn desprovistas de glucégeno, tanto en las ratas subnutridas como

en las controles.

2.2.- Transportadores de glucosa: GLUTs

Para medir los transportadores de glucosa en los capilares de la corteza cerebral,
se obtuvieron unas preparaciones enriquecidas en microvasos. En ellas se determiné el
grado de pureza respecto del homogeneizado inicial, midiendo la actividad de la y-
glutamil transpeptidasa (seccién 4.3 de Materiales y Métodos). En el caso de las ratas
lactantes controles, las actividades fueron: 7,8+2 mU/mg de proteina en las
preparaciones enriquecidas y de 0,8+£0,08 mU/mg de proteina en el homogeneizado

completo. Es decir, la enzima estaba incrementada en torno a 10 veces en las



preparaciones de microvasos. [gualmente, se evalué la actividad en las ratas subnutridas
y se obtuvieron valores similares: 6,622 mU/mg de proteina en las preparaciones de

microvasos frente a 0,7+0,06 mU/mg de proteina en el homogeneizado de partida.
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Se analizaron las isoformas de GLUT 1 en las preparaciones de microvasos y de
membrana cruda total. En las primeras, la tGnica que se detect6 fue la isoforma de 55

KDa y la subnutricién no indujo ningtin cambio en ésta (Fig. 21).

En los extractos de membranas crudas, se analizaron GLUT 1 de 45 kDa y
GLUT 3. La isoforma GLUT 1 de 45 kDa sélo se pudo visualizar tras exposiciones
prolongadas, puesto que se encontraba muy diluida en la muestra. Como se ve en la Fig.
21, los niveles de GLUT 1 fueron mas altos en las ratas subnutridas. Esta isoforma de 4.5
kDa se encuentra, principalmente, en los astrocitos. En cuanto a GLUTS, caracteristica

de neuronas, no se modific6 por la subnutricién.

2.3.- Proteinas de la via de sefializacion de la insulina

Se determinaron algunas proteinas de la via de sefializacién de la insulina en la
corteza cerebral de las ratas lactantes. En condiciones basales, no se encontraron
diferencias en cuanto al receptor de insulina, IRS-1/2 y Akt entre los dos grupos de

animales, controles y subnutridos (Fig. 22a).
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Fig. 22. Imagenes autorradiograficas, representativas de proteinas de la sefial insulinica
cortical en ratas lactantes. Los datos (no representados) se obtuvieron mediante
densitometria de 6 determinaciones independientes. C, controles; S, subnutridos. (a) IR,
IRS-1/2 y Akt. (b) Fosforilacion de IR e IRS-1/2 en la condicién no ayunada, después del
tratamiento con insulina i.p. o suero salino. (c) Fosforilacién de IR e IRS-1/2 en condiciones
de ayuno, después del tratamiento con insulina i.p. o suero salino. (d) Akt fosforilado en
corteza cerebral e higado de ratas lactantes (ayunadas y no ayunadas), tras el tratamiento
con insulina i.p. o suero salino. Solamente se observaron diferencias significativas en la
fosforilaciéon hepatica de Akt entre la condicién basal y tras el tratamiento de insulina.



Al administrar una dosis de insulina intraperitoneal de 5 mU/kg, se observé que
los receptores de insulina incrementaron su fosforilacién significativamente respecto de
la condicién basal (p<0,001) 5 minutos después de la inyeccién tanto en las ratas
controles como en las subnutridas, independientemente de que estuvieran ayunadas o no
(Figs. 22b y 22c¢). A pesar de esta estimulacién del receptor, ni el grado de fosforilacién
de IRS-1/2 ni el de Akt se incrementaron por encima de los valores basales (Figs. 22b,
22c y 22d). Este resultado contrasté con lo que obtuvimos al analizar el higado como
tejido control. En éste, la cantidad de Akt fosforilada fue casi inapreciable en el estado
basal pero experimenté un aumento muy importante con la administracién de la
insulina, tanto en las ratas controles como en las subnutridas e igualmente en la

condicién no ayunada y ayunada (Fig. 22d).

Con respecto a la GSK3 en la corteza cerebral, se identificaron sus dos isoformas  y

B, siendo ésta tltima la mas abundante. La cantidad total de GSK3 no se alter6 con la
subnutricién (Fig. 28a). Sin embargo, las fosforilaciones en Ser21 y Ser9 de las isoformas
O y [, respectivamente, estuvieron significativamente incrementadas en las ratas

subnutridas, en estado basal: un 105% y un 66%, con relacién a los valores controles

(Fig. 23b).
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Fig. 23. Western Blots de GSK3 (a) total y (b) fosforiladas en Ser 21 (GSK3 ) y en Ser 9 (GSK3 )
en la corteza cerebral de ratas lactantes. Las barras representan los valores medios + SEM de 6-10
determinaciones independientes. Las barras negras corresponden a las controles y las blancas a las
subnutridas. En la parte superior de la figura, se han incluido autorradiografias representativas en
cada caso. Las diferencias entre controles y subnutridas fueron: **p < 0.01.



2.4.- AMPKyACC

La cantidad total de AMPK presente en la corteza cerebral no se vio modificada
con la subnutricién. Sin embargo, esta condicién supuso una importante disminucién del
nivel de fosforilacién de esta proteina en Thr172. De modo similar, estuvo reducida la
tfosforilacion de la acetil coA carboxilasa (ACC), comparando, en ambos casos, con la

poblacién control (Fig. 24).
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Fig. 24. Western Blots de AMPKa total, AMPK fosforilada en Thr172 y ACC fosforilada en la
corteza cerebral de ratas lactantes. Las graficas se representaron con los valores medios £ SEM de
6 determinaciones independientes. Las barras negras corresponden a las ratas controles y las
blancas a las subnutridas. En la parte superior de la figura, se han incluido autorradiografias. Las
diferencias entre controles y subnutridas se han representado como: **p < 0.01 y **¥p<0,001.
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2.5.- Efecto de la subnutricion sobre las MAPKs y algunas proteinas de la
via apoptoética
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Fig. 25. Autorradiografias de las MAPKs analizadas en la corteza cerebral de ratas
lactantes y de sus formas fosforiladas tras un tratamiento con insulina inyectada
intraperitonealmente en condiciones de ayuno y no ayuno. Los resultados son
representativos de 6-8 experimentos independientes.

Hemos analizado las MAPKs en el cértex de las ratas lactantes; se trata de
proteinas mediadoras de procesos de crecimiento y desarrollo y forman parte de las vias
de senalizacién de la insulina, ademés de intervenir en la respuesta al estrés. Los
resultados de este analisis, efectuado en las condiciones de ayuno o nutricién, asi como

en estado basal o tras la administracién de insulina, se muestran en la Fig. 25.

En primer lugar se observa que la subnutricién provocé un ligero descenso de la
expresion total de JNK-1/2, sin que se afectasen las cantidades de ERK-1/2 ni de p38.
Otro resultado destacable es que la insulina no indujo cambios en el grado de
fosforilacién previo (es decir: basal) en estas tres MAPKs, en ninguna de las condiciones
estudiadas (controles, subnutridas, ayunadas y no ayunadas). En todas estas condiciones,
sin embargo, observamos que en el cértex de las ratas subnutridas la fosforilacién de
JNK asf como la de p38 estuvieron por debajo de los valores controles. Dado que estas
MAPKSs pueden influir sobre la apoptosis, el resultado anterior sugerfa la posibilidad de
que la subnutriciéon causara alteraciones en esa via. Por ello efectuamos una primera

aproximacién a esta cuestion, analizando algunas de las protefnas que regulan o
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intervienen en ese proceso de muerte celular. Se trata de protefnas de la familia de Bcle,

asf como la caspasa 3. Los resultados de ese estudio se presentan en la Fig. 26.
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Fig. 26. Contenido de
algunas proteinas impli-
cadas en la muerte por
apoptosis de las células
corticales en ratas con-
troles (C) y subnutridas
(S). Bcl-xL, Bax (a), Bad,
Bad fosforilada en Ser
112 (b), procaspasa 3 y
caspasa 3 (c) fueron
cuantificadas mediante
Western Blot. Los re-
sultados representan los
valores medios + SEM
de 6 - 8 determinaciones
independientes. Las ba-
rras negras correspon-
den a controles y las
blancas a subnutridas.
En la parte superior de
las graficas, se han in-
cluido autorradiografias
representativas. Las di-
ferencias entre contro-
les y subnutridas fueron:
*p<0,05 y *¥*p<0,01.



Como se observa en ella, la subnutricién no tuvo efectos sobre el contenido
cortical de las proteinas Bcl-xL (anti-apoptética) y Bad (pro-apoptoética) (Figs. 26a y 26b,
respectivamente). La versién fosforilada de Bad en Ser112, que es una especie promotora
de supervivencia, se encontré reducida en las ratas subnutridas (Fig. 26b). En estos
animales también disminuy¢ la cantidad de Bax, factor pro-apoptético (Fig. 26a). En el
cértex de esas ratas subnutridas, tanto la cantidad de procaspasa 3 como la de su forma
activada (tras proteolisis), caspasa 3, permanecieron dentro de los niveles controles (Fig.

26¢).

2.6.- Enzimas de utilizacion de cuerpos ceténicos y transportadores de
monocarboxilatos en la corteza cerebral

Hemos analizado la actividad de las enzimas implicadas en la utilizacién de los
cuerpos ceténicos en la corteza cerebral de ambos grupos de ratas: 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa, 3-oxoacil-Co-A transferasa y acetoacetil-CoA tiolasa. No se encontraron
diferencias significativas en estas actividades si comparamos controles frente a
subnutridos: 14+1 vs. 124£0,5 nmol/min/mg (deshidrogenasa); 5+0,4 vs. 4%£0,8
nmol/min/mg (transferasa), y 142 vs. 162 nmol/min/mg (tiolasa). El andlisis de

estas actividades esta detallado en la seccién 4.1 de Materiales y Métodos.
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Fig. 27. Transportadores de monocarboxilatos: MCT1, MCT2 y MCT4 en la corteza
cerebral de ratas lactantes. C, controles; S, subnutridas. Las barras (negras, controles;
blancas, subnutridas) representan las medias = SEM de 6-8 cuantificaciones
densitométricas independientes. En la parte superior de las graficas, se han incluido
autorradiografias representativas de cada caso. Las diferencias entre los grupos C y S
fueron: *¥*p<0,01 y ***p<0,001.

También se midieron los efectos de la subnutricién sobre el contenido de varios

transportadores de monocarboxilatos: MCT-1 (especitfico de microvasos), MCT-2
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(ubicuo) y MCT4 (células gliales). Se observé que la restriccién nutricional aumentaba el
contenido de MCT-1, reducia el de MCT-2 y no ejercfa efecto alguno sobre el MCT-4
(Fig. 27).

3.- Estudio de los efectos de la realimentacion con dieta
hiperlipidica en ratas subnutridas

Ratas Wistar hembras de 70 dias de vida de ambas condiciones nutricionales
(subnutridas y controles) se sometieron a una realimentacién con dieta de cafeterfa hasta

los 9 meses, tal y como se ha indicado en la seccién 1.5 de Materiales y Métodos.
3.1.- Evolucion del peso corporal
Como se refleja en la Fig. 28, cuando las ratas controles se sometieron a la dieta

de cafeterfa aumentaron su peso un 10% con respecto a las que se mantuvieron con el

alimento esténdar.
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Fig. 28. Peso corporal de los animales entre los 70 dias y los 9 meses. Cada punto
representa las medias £ SEM de los pesos de 6-8 ratas.

El peso de los animales que siguieron siempre subnutridos fue un 55% mas bajo que el

de las ratas controles. Cuando las ratas subnutridas se transfirieron a la dieta de cafeteria
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se incrementd su peso rdpidamente durante las primeras 5 semanas y més lentamente a
continuacién; a los 9 meses, el peso de estos animales alcanzé el correspondiente al de las

controles siempre bajo dieta estdndar (Fig. 28).

3.2.- Ingestas

La ingesta de los animales subnutridos y después realimentados con la dieta de
cafeterfa fue muy similar a la de las ratas controles que comieron pienso estandar. Sin
embargo, las ratas controles transferidas a dicha dieta ingirieron una cantidad menor

(Fig. 29).
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Fig. 29. Ingesta semanal en peso durante los 6,5 meses en que se administré la dieta
de cafeteria. Cada punto en la grifica representa las medias £ SEM de las ingestas
semanales de 6-8 animales.

En cuanto a la ingesta expresada en calorfas, las ratas subnutridas realimentadas
con la dieta hipercalérica consumieron una cantidad mayor que las ratas controles y que
la ingerida por las controles realimentadas. Estas tltimas regularon espontdneamente la
cantidad de calorfas que ingerfan, de modo que fue la misma que la correspondiente a las

ratas controles que siempre dispusieron de pienso estdndar (Fig. 30).
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Fig. 30. Ingesta semanal en calorias, durante los 6,5 meses en que se administré la
dieta de cafeterfa. Cada punto en la grifica representa las medias = SEM de las
ingestas de 6-8 animales.

3.3.- Caracteristicas antropométricas

Antes del inicio de la realimentacién (70 dfas) y al término de ésta (9 meses) se
determinaron varios pardmetros antropométricos obteniendo los resultados que estdn

reflejados en la Tabla 6.

3.3.1.- Peso

Las ratas de 70 dfas subnutridas presentaron aproximadamente un 50% menos
de masa corporal que sus controles. A los 9 meses, estas Gltimas aumentaron su peso en
un 30%; mientras que los animales que permanecieron bajo la restriccién nutricional, lo
incrementaron en un 47%. Sin embargo, permanecié por debajo del de sus controles de la
misma edad e incluso del correspondiente a los controles de 70 dfas. Los animales
controles sometidos a la dieta de cafeterfa aumentaron su peso en un 10%, mientras que
los subnutridos realimentados lo hicieron en un 60%. Por tanto, la masa corporal de

estos ultimos no se llegé a igualar a la de los controles de cafeterfa.



CONTROLES SUBNUTRIDAS

C70d Com C9mCaf S70d S9m S9mCaf
Peso corporal (g) 188+22 24815 271+5¢ 97+44 143+t4¢ 231%7°
Longitud naso-anal (cm) 19,610,280 238,5+0,3> 23,6+0,2> 15,7+0,2¢ 20,6+0,2¢ 23,2+0,2>
Didmetro abdominal (mm) 70,4%+1,68  70,8%2,9% 80+1,7b 38%1¢ 56,9t1,44  71,9+1,82
Didmetro torécico (mm) 35,841,310  84,3+0,7¢  $7,3£0,3> 19,4+0,7¢ 83,240,68 85,3%0,5
{ndice de masa corporal (IMC) (kg/m?2) 4,510,12 4,410,12 4,9+0,1° 4,710,22 3,4%0,2°¢ 4,31+0,12
fndice de Lee (g¥4/m) 2840,22 2640,32 2740,1°  31£0,6" 251042  2640,3
Glucosa en suero (mg/100mL) 801t32 89162 95132 81132 81+82 81+32
Insulina en suero (ng/mL) 240,32 2,84+0,62 240,62 0,56%0,1 2,240,42 0,910,1°¢
Triglicéridos en suero (mg/100mL) 40+44 50+4ab 58+2b 30+t2¢ 34t4¢ 67+64
Colesterol total en suero (mg/100mL) 62122 63132 62132 7118¢ 56152 78+2b

Tabla 6. Pardmetros antropométricos, niveles de glucosa, insulina, triglicéridos y colesterol en suero.
Medias = SEM de 6-8 cuantificaciones independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas

de al menos p<0,05.

3.3.2.- Distancia naso-anal

La distancia naso-anal es una medida aceptada para evaluar el tamafio de una
rata. En la Tabla 6 se puede observar que las ratas controles siguieron creciendo desde
los 70 dias hasta los 9 meses; y que la dieta de cafeterfa no ocasion6 un mayor
crecimiento. Las ratas subnutridas de 70 dfas presentaron una longitud un 20% menor
que la de sus controles de la misma edad. Tras 6,5 meses adicionales de restriccion
alcanzaron la distancia naso-anal de las controles de 70 dfas pero no la de las controles
de 9 meses. Sin embargo, tras la realimentacién hiperlipidica tanto las subnutridas como

las controles presentaron la misma longitud.

3.3.3.- Diametros abdominal y toracico

El didmetro abdominal no se modificé en las ratas controles entre los 70 dias y 9
meses. Las ratas subnutridas presentaron un didmetro abdominal mas bajo que sus
controles en las dos edades. Tras la dieta de cafeteria, tanto en las ratas controles como
en las subnutridas se incrementé este pardmetro en un 138% y 26%, respectivamente, en
relaciéon a sus correspondientes grupos no rehabilitados. Las ratas subnutridas
realimentadas alcanzaron finalmente un didmetro abdominal ligeramente inferior al de

las correspondientes controles de 9 meses bajo dieta de cafeterfa.
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El didmetro toracico tampoco cambié entre las ratas controles de 70 dias y 9
meses. Sin embargo, tras la administracién de la mezcla hipercalérica, dicho didmetro
aumenté un 13%. El grupo de subnutridas de 70 dfas present6 un didmetro toracico
disminuido en un 46% respecto del valor de sus controles, y se incrementé alcanzando el
valor control a los 9 meses. La transferencia a la dieta de cafeteria no implicé un cambio
significativo de este pardmetro, que quedé ligeramente por debajo del valor control

(como en el caso del didmetro abdominal).

3.3.4.- Indice de masa corporal

El indice de masa corporal (IMC) se obtuvo dividiendo el peso del animal en
kilogramos por el cuadrado de su longitud naso-anal en metros. No se encontraron
diferencias entre las ratas controles de 70 dias de vida y las de 9 meses. Se produjo un
aumento significativo del 10% en las ratas controles realimentadas respecto de las no
rehabilitadas. En el caso de las ratas subnutridas, las de 70 dfas presentaron un IMC
equivalente al de los animales alimentados con pienso estandar. Tras prolongar la
restriccion nutricional hasta los 9 meses, presentaron un IMC significativamente inferior
al de todos los demds grupos. En las ratas subnutridas rehabilitadas, el IMC se
incrementd, aunque permanecié por debajo del valor correspondiente al de las ratas

controles rehabilitadas.

3.3.5.- indice de Lee

El indice de Lee es otro pardmetro que relaciona el peso del cuerpo con la
longitud. Se obtiene dividiendo la raiz ctbica del peso de la rata (en gramos) por su
longitud naso-anal (en metros) (Lee, 1929). Encontramos valores similares de este
pardmetro en todas las poblaciones, excepto en las subnutridas de 70 dfas de vida, que

presentaban un indice un 11% mas alto.

3.4.- Glucemia e insulinemia

La concentracién de glucosa en suero fue similar en los seis grupos de ratas
estudiados. En los grupos controles, la concentracién sérica de insulina tampoco
presenté diferencias. Sin embargo, en las ratas subnutridas de 70 dfas de vida se

observaron unos valores muy disminuidos que aumentaron a los 9 meses hasta alcanzar



la concentracion normal. Cuando estas ratas se transfirieron a la dieta de cafeteria

volvieron a experimentar hipoinsulinemia.

3.5.- Trigliceridemia y colesterolemia

No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de triglicéridos
entre las ratas controles de 70 dfas y las de 9 meses. Las ratas subnutridas de 70 dfas
presentaron valores un 25% mas bajos que sus controles de la misma edad. Cuando la
subnutricién se prolongé hasta los 9 meses, los triglicéridos permanecieron bajos. Tras
la realimentacién con la dieta de cafeterfa, en las ratas previamente restringidas los
triglicéridos se duplicaron. En cambio, entre las poblaciones controles alimentadas con

los dos tipos de dietas no se produjeron diferencias significativas.

La concentracién de colesterol en suero fue similar en todos los grupos de ratas
controles. En cambio, en las subnutridas de 70 dias estaba incrementada en un 15%. Al
prolongar la restriccién hasta los 9 meses, el nivel de colesterol disminuy6 hasta el valor
control; sin embargo, la transferencia de las ratas subnutridas a la dieta de cafeterfa

indujo un aumento significativo del 40%.

3.6.- Analisis cuantitativo del tejido adiposo blanco

Mediante los estudios de RMN se evalué el contenido de tejido adiposo blanco en
los diferentes tipos de ratas. Se obtuvieron imagenes que fueron procesadas segin se
indica en la seccién 11.1 de Materiales y Métodos. En la Fig. 31, se muestran varias de
éstas, representativas de cada uno de los grupos de animales analizados. Se han elegido
los cortes longitudinales centrales; en ellos, las partes amarillas corresponden a la grasa
blanca acumulada. En la parte superior, se muestran las ratas controles y en la inferior
las subnutridas. Como se puede apreciar, el acimulo de grasa aumenté notablemente al
realimentar con la dieta de cafeterfa. También se observa el bajo contenido de tejido
adiposo blanco presente en las ratas subnutridas en comparacién con sus

correspondientes controles.
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ComCaf Fig. 31. Imdagenes representativas de
las 6 poblaciones de ratas analizadas
mediante RMN. Cada imagen se
corresponde con el corte longitudinal
central emitido por el espectrémetro
(Bruker Biospec 47/40). En la parte
superior, se muestran las ratas
controles y en la inferior las
subnutridas, en ambos casos a los 70
dias y 9 meses.

SomCaf

Los distintos depésitos grasos observados en la imagen de cada animal se
cuantificaron individualmente y los datos se trataron estadisticamente. Los resultados se

presentan en la Tabla 7.

CONTROLES SUBNUTRIDAS

C7od C9m ComCaf S70d S9m SomCaf
Grasa corporal total (g) 17 £ 28 24+ 1b 36 £ 1°¢ 5+ 0,54 12 + 1¢ 21 £ gab
% Adiposidad 9,6 £ 12 10 £ 0,44 13 £ 0,7° 6 + 0,4¢ 8,0 £ 1&¢ 9 £ 1,33¢
Grasa visceral (g) 9,56 + 12 18,56 £ 2b 20+ 2¢ 2,1+0,2¢ 254059 13+ 22b
Grasa visceral relativa al peso corporal (%) 5,83 +0,5° 5,6 £0,5%b 7+ 1b 2,7 £0,2¢ 2t 1¢ 5,5 £ 18b
Grasa visceral relativa a la grasa total (%) 57 + 22 55 * 62 54 + 42 44 + gb 21 £ 8¢ 60 £ 12
Grasa subcuténea (g) 7+ 0,62 10 £ 12b 18 £ 2bc 2.6+ 0,34 9 £ 12b 8 £ 12b
Grasa subcuténea relativa al peso corporal (%) 4 £ 0,32 4 £ 0,62 5 £ 12b 3 £ 0,32 6L 1P 3 £ 0,5%
Grasa subcutanea relativa a la grasa total (%) 43 £ 82 40 £ 62 36 £ 3b 52 * 4¢ 72 + 3d 36 £ 1°

Tabla 7. Grasa corporal total, visceral y subcutinea. Medias + SEM de 6 cuantificaciones independientes.
Ratas controles y subnutridas de 70 dias: C70d y S70d; de 9 meses: C9m y S9m. Realimentadas con la dieta
de cafeteria: C9mCaf y S9mCaf. Letras diferentes indican diferencias significativas de al menos p<0,05.



3.6.1.- Grasa total

El contenido total de grasa de los animales subnutridos estuvo marcadamente
disminuido tanto a los 70 dfas como a los 9 meses, siendo el 30% y 50%,
respectivamente, del que presentaron los controles de la misma edad. Durante ese
periodo de tiempo, en estos tltimos se produjo un aumento del 40% de la grasa corporal,
mientras que en las ratas subnutridas el incremento fue del 140%. Como es l6gico, la
transferencia a la dieta de cafeterfa supuso una ganancia extra de grasa en ambas
poblaciones, aunque en proporciones diferentes: aumenté unas 2 veces en las controles,

pero mas de 4 veces en las subnutridas.

La adiposidad de las ratas controles (porcentaje de grasa en funciéon del peso
corporal) no se modificé en el intervalo comprendido entre 70 dfas y 9 meses; este
pardmetro estaba disminuido en las subnutridas de 70 dias y se incrementé durante ese
perido hasta igualar el valor control. La dieta de cafeterfa indujo un incremento en las

ratas controles, pero no en las subnutridas.

3.6.2.- Grasa visceral

La cantidad absoluta de grasa visceral estaba muy reducida en las ratas
restringidas de 70 dfas, casi 5 veces por debajo del valor control. En las controles, los
depositos de este tipo de grasa se incrementaron con el tiempo, lo que no ocurrié en las
subnutridas. La transferencia a la dieta de cafeterfa supuso una ganancia adicional de
grasa visceral pero en proporciones muy diferentes: aumentdé unas 2 veces en las ratas
controles y mas de 5 veces en las subnutridas. Debido a ello, mientras que en las
primeras esto supuso un incremento proporcional de la grasa visceral acumulada con
respecto al peso del cuerpo del orden del 30%, en las subnutridas este incremento fue
aproximadamente del 100%. El notable efecto de la dieta de cafeteria sobre este tipo de
grasa en las ratas subnutridas se aprecia mejor cuando se valora su proporcién en
relacién con el contenido graso total del cuerpo. Este pardmetro se mantuvo constante
en las ratas controles, sin modificaciones relacionadas con la edad o con la dieta
hiperlipidica. En cambio, en las ratas subnutridas dicha proporcién se redujo a la mitad

entre los 70 dfas y 9 meses, pero se increment6 en un 35% bajo la dieta de cafeterfa.



3.6.3.- Grasa subcutanea

La subnutricién repercutié sobre la cantidad de grasa subcutdnea de las ratas de
70 dias, que experimentaron una reduccién del 60% con respecto a sus controles.
Curiosamente, a pesar de mantener la restriccién nutricional hasta los 9 meses, la
cantidad absoluta de este tipo de grasa fue aumentando, de manera que a esa edad ya no
hubo diferencias con respecto a la grasa subcutdnea evaluada en las ratas controles. La
transferencia a la dieta hiperlipidica no modificé la cantidad absoluta de esta grasa en
ninguna de las dos poblaciones de animales. Con relacién al peso del cuerpo, la
proporcién de grasa subcutdnea no cambi6 en las ratas controles, ni con la edad ni con la
dieta de cafeterfa. En el caso de las subnutridas, la evolucién fue diferente, ya que esa
proporcién aumenté significativamente a los 9 meses cuando se mantuvieron bajo

restriccion, pero no cuando se alimentaron con la dieta hiperlipidica.

Los hechos més detacables que se deducen al considerar la proporcién especifica
de tejido adiposo subcutdneo con respecto a la cantidad total de grasa son: la
subnutricién aumenté esa proporcién, como se observé a los 70 dias y a los 9 meses; por
otra parte, la ingesta de la dieta hiperlipidica provocé una reduccién del contenido

relativo de dicho tipo de tejido.

3.7.- Grasa ectopica

Para determinar la concentracién de lipidos ectépicos se extrajo la grasa total del
higado, misculo esquelético y corazén y en el extracto obtenido se analizé el contenido
especifico de triglicéridos y colesterol, como se describe en la seccién 3.10 de Materiales
y Métodos. Los resultados, expresados en funcién de la proteina tisular, se presentan en

la Tabla 8.

El contenido hepético de triglicéridos de las ratas controles no experimentd
cambios asociados a la edad o a la dieta de cafeteria. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en las ratas subnutridas; en el higado de éstas, los triglicéridos estaban
reducidos en un 50% y con la dieta hiperlipidica su concentracién se multiplicé
préacticamente por 3. En cuanto al colesterol hepético, el hecho mas destacable fue la

ausencia de diferencias cuantitativamente importantes entre los diversos grupos de ratas.



CONTROLES SUBNUTRIDAS

C70d C9m C9mCaf S70d S9m S9mCaf
Triglicéridos en higado (Mg/mg prot) 11+12 1122 12x18 610 5%1b 19t1¢
Colesterol en higado (Mg/mg prot) 410,22 310,12 410,22 310,12 310,22 440,24
Triglicéridos en misculo (Mg/mg prot) 410,72 610,62 511,02 711,52 711,42 20+3,9b
Colesterol en musculo (Ug/mg prot) 1,2+0,06* 1,6+0,22 1,1+0,092 1,710,22 1,6%0,12 1,1£0,12
Triglicéridos en corazén (Ug/mg prot) 8+1,52 610,72 5,5610,32 18%2,5b 610,72 610,52
Colesterol en corazén (Ug/mg prot) 410,32 410,32 510,42 510,42 3,510,42 410,32
Acido trico en higado (Ug/mg prot) 1,4+0,1*  1,3+0,1*  1,8+0,3®  0,8%0,5® 0,7£0,05> 2,5+0,1¢

Tabla 8. Contenidos de triglicéridos y colesterol en higado, miisculo esquelético y musculo cardiaco.
Contenido de acido trico en higado. Los resultados son la media + SEM de 6-8 determinaciones
independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas de al menos p<0,05.

En el musculo esquelético de las ratas controles, las concentraciones de
triglicéridos y de colesterol se mantuvieron constantes en las distintas condiciones
estudiadas. Sin embargo, la subnutricién implic6 un aumento de los triglicéridos; cuando
estas ratas subnutridas se realimentaron con la dieta de cafeterfa, el depésito muscular
de estos lipidos se increment6 en casi 3 veces. En cambio no hubo grandes

modificaciones en relacién con el contenido de colesterol.

Los cambios con la edad o la dieta observados en los triglicéridos o el colesterol
en el muasculo cardfaco fueron de escasa o nula relevancia en ambos tipos de ratas y lo
mismo cabe decir del colesterol en las ratas subnutridas; sin embargo, el contenido de
triglicéridos en el corazén de estas Ultimas se encontré aumentado a los 70 dias,

descendiendo al nivel normal a los 9 meses con independencia del tipo de dieta.

3.8.- Acido trico en el higado

Como se ve en la Tabla 8, el contenido hepético de acido trico fue practicamente
invariable en las ratas controles a las distintas condiciones estudiadas. En las
subnutridas estaba disminuido casi en un 50% pero cuando estas ratas se transfirieron a
la dieta de cafeterfa el 4cido tdrico experimenté un incremento muy significativo,

quedando por encima de los valores controles.
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3.9.- Efectos de la subnutricion y realimentacion sobre la leptinemia

La concentracién de leptina en suero se analizé mediante ELISA sdndwich, segtn

esta descrito en la seccién 3.6 de Materiales y Métodos.

ratas controles, alcanzando un pico a los 10 dias.
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Fig. 32. Leptinemia en ratas controles y subnutridas durante la lactancia. Las barras
representan las medias + SEM de 6-8 determinaciones independientes. Las diferencias
significativas entre controles y subnutridas, en cada grupo de edad, se reflejaron
como: ***p<0,001.

Durante la etapa lactante, la leptinemia se incrementé progresivamente en las
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Fig. 33. Leptinemia en ratas controles,
subnutridas y realimentadas de 70 y 9 meses
de vida. Las barras representan las medias *
SEM de 6-8 determinaciones indepen-
dientes. Las diferencias significativas entre
controles y subnutridas, en cada grupo de
edad, se reflejaron como: ***p<0,001. La
diferencia entre controles y controles
realimentadas de 9 meses (C9m vs. C9mCaf)
se reflej6 como: *p<0,05; mientras que la
diferencia entre subnutridas y subnutridas
realimentadas (S9m vs. S9mCaf) fue:
*#%p<0,001.



A continuacién disminuyd, siendo casi indetectable en la etapa del destete. Este
perfil fue muy diferente en las ratas subnutridas; en éstas no se produjo el pico y la

leptinemia ya fue casi indetectable a los 10 dfas de vida (Fig. 32).

En las ratas subnutridas adultas, la leptinemia fue significativamente menor que
en sus controles, tanto a los 70 dias como a los 9 meses. Con la transferencia a la dieta de
cafeterfa el nivel sérico de leptina aumenté en los dos grupos de animales; el aumento fue
muy superior en los que habfan sido previamente subnutridos, cuya leptinemia se igualé

al dato control (Fig. 33).

3.10.- Efectos de la subnutricion sobre el hipotalamo

Para explicar las diferencias en el comportamiento alimentario de las ratas
subnutridas y sus controles al ser transteridas a la dieta de cafeteria, estudiamos el efecto
de la restriccién sobre la expresién y el contenido de dos neuropéptidos hipotaldmicos
que son cruciales en la regulacién del apetito: POMC, de accién anorexigénica y NPY,
fuertemente orexigénico. A continuacién se evalué la sensibilidad del hipotdlamo a dos

hormonas con accién supresora del apetito: insulina y leptina.

3.10.1- Expresion y contenido de POMC

La expresién de este neuropéptido se evalué mediante qRT-PCR (seccién 10 de

Materiales y Métodos).
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Fig. 34. Expresion (a) y contenido (b) de POMC en el hipotilamo de ratas controles (C) y
subnutridas (S) durante la lactancia y en la etapa adulta. Se presenta también un
autorradiograma representativo. Las barras (negras, controles; blancas, subnutridas)
corresponden a las medias =+ SEM de 6-8 determinaciones independientes. Las diferencias
significativas se reflejaron como: **¥p<0,01 y *p<0,05.
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Como se ve en la Fig. 84a dicha expresién estaba muy reducida en las ratas

subnutridas hacia la mitad de la lactancia (10 dfas) y en la etapa adulta. En coherencia

con ello, la concentracién hipotaldmica de este neuropéptido (Fig. 34b) en los animales

restringidos fue aproximadamente la mitad de lo observado en las ratas controles

adultas.

3.10.2.- Expresion y contenido de NPY

Como se ve en la Fig. 35, la subnutricién durante la lactancia no modificé la tasa

de expresién de NPY. Sin embargo, esa condicién restrictiva indujo un fuerte

incremento en las ratas adultas: durante esa etapa, esos animales presentaron una

expresion de este neuropéptido casi 4 veces superior a la de sus controles.

Expresion relativa -

10

* %k

70

HH

dias

Fig. 35. Expresion de NPY en
el hipotilamo de ratas con-
troles y subnutridas de
diferentes edades. Las barras
(negras, controles; blancas,
subnutridas) corresponden a
las medias + SEM de 6-8
determinaciones independien-
tes. La diferencia significativa
se expres6 como: ¥*¥p<0,001.

Para comprobar si esta elevada expresiéon se correspondfa con un aumento real

del neuropéptido, efectuamos un estudio inmunohistoquimico (seccién 9 de Materiales y

Métodos).



Ratas de 70 dias de vida

Fig. 36. Microfotografias representativas de la tincién inmunohistoquimica de NPY, en
secciones coronales del hipotalamo de ratas controles (C) y subnutridas (S) de 70 dias de vida.
Se corresponden con un aumento del microscopio de 10x. En el diagrama de la derecha se
representan esquemaiticamente las distintas regiones del hipotalamo de rata en seccién coronal
(Adaptado de: Paxinos & Watson, The Rat Brain Atlas, 1997). Las abreviaturas son: 3V, tercer
ventriculo cerebral; MEI], eminencia media, capa interna; MEE, eminencia media, capa externa;
Arc, nicleo arcuato; ArcD, parte dorsal; ArcL, parte lateral; ArcM, parte media; DMV, ntcleo
dorsomedial; VMH, nicleo ventromedial.

En la Fig. 36 se observa la presencia de pequefos grupos de neuronas positivas
para NPY, distribuidas por varias regiones hipotaldmicas. Estas regiones se indican en
un diagrama adjunto. Como se ve, las neuronas se tifieron mas intensamente en las ratas

subnutridas de 70 dfas de vida que en sus controles.

3.10.3.- Sensibilidad hipotalamica a la insulina

Estos resultados se llevaron a cabo en las condiciones descritas en la secciéon 2.2

de Materiales y Métodos.

A) Via de la PI3 kinasa
Para evaluar el efecto de la subnutricién sobre la sensibilidad del hipotdlamo a
esta hormona anorexigénica se analizd, en las ratas adultas de 70 dias, el contenido de
las principales proteinas implicadas en su via de sefiales metabélica, asi como el grado de
tosforilacion de algunas de ellas tras la administracién de una dosis de insulina por via

intracerebroventricular.
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Como se ve en la Fig. 387, las cantidades de receptor, IRS-1/2, Akt y
GSKs0/[ fueron similares en las ratas subnutridas y en sus controles. Un resultado
destacable fue que la restriccién nutricional provocé una disminucién notable de la
proteina PTP1B (fosfatasa que regula a la baja la activacién del receptor y los IRS-1/2)

como se ve en la Fig. 38.

PTP1B ™
B actina Fig. 38. PTP1B en el hipotilamo de ratas
controles (C) y subnutridas (S) de 70 dias
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2 100 | determinaciones independientes. La di-
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Como era previsible, la administracién central de insulina aumenté la
fosforilacion del receptor de esta hormona en ambas poblaciones de ratas; sin embargo,

el incremento fue superior en los animales subnutridos (Fig. 39).
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Fig. 39. Efecto de la insulina intra-cerebroventricular sobre la fosforilacion del receptor de la

hormona, Akt y GSK30/B en el hipotilamo de ratas de 70 dias controles (C) y subnutridas (S). Se
muestan autorradiogramas representativos y las barras (negras, controles; blancas, subnutridas)
corresponden a las medias £+ SEM de 6-8 determinaciones independientes. Las diferencias
significativas se expresaron como: *¥p<0,035, **¥p<0,01 y ***p<0,001.

El aumento de la fosforilacién de Akt se produjo con una intensidad similar en las

ratas controles y subnutridas. No obstante, en estas Gltimas la insulina no indujo un

aumento de la fosforilaciéon de GSK30/[3, a diferencia de lo que ocurrié en las controles.
Ademas, se evalud el efecto de la subnutriciéon sobre el contenido basal en el hipotdlamo
y la activacién por insulina de dos protefnas que también estan situadas a continuacién
de la Akt y que poseen actividad serin-treonin kindsica; ambas se encuentran implicadas
en la accién de esta hormona sobre diversas funciones, principalmente: sintesis proteica,
crecimiento y supervivencia; se trata de las protefnas mTOR y P70S6K. Los resultados

se muestran en la Fig. 40a.
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La restriccién nutricional no modificé el contenido hipotalamico de mTOR.
Ademas, en ninguna de las dos poblaciones de ratas se detectaron cambios en su grado
de fosforilacién basal. Tampoco se observaron efectos de la subnutricién sobre el
contenido hipotaldmico de P70S6K (Fig. 40b). En este caso, la administracién de insulina
aumentd el grado de fosforilacién de la protefina en las ratas controles, pero esta
respuesta no se produjo en las subnutridas, cuya cantidad basal de fosfo-P70S6K se
encontraba significativamente por encima del nivel caracteristico de los animales

control.

B) Via de las MAPKs
Ademads de la via que conduce principalmente a efectos metabdlicos, la insulina
impulsa una cascada alternativa de sefiales que produce otro tipo de efectos, relacionados
con el crecimiento y diferenciacién. Se trata de la via de las MAP kinasas (que también
es inducida por otros receptores tirosin-kinasicos). Esta ruta se estimula mediante una
serie de activaciones secuenciales que conducen a la fosforilacién de tres tipos de kinasas,

cuyas dianas finales son factores de transcripcién. Dichas kinasas son: JNK, ERK y p3s.



Hemos estudiado el efecto de la subnutricién sobre la cantidad de estas protefnas
presentes en el hipotdlamo y, ademds, en dos de ellas hemos evaluado la fosforilacién

inducida por la administracién central de insulina.
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Fig. 41. (b) ERK

C S
®) : - . | p-ERK 44 KDa y P-ERK en el
p-ERK 42 KDa hipotalamo de

-+ N n

insulina diChaS ratas en
|-— — — | B actina situacién basal y
c s 150 1 o tras la admi-
.~ |ERK 44 KDa . o ‘ nistracién cen-
S " |ERK 42 KDa £ tral de insulina.
190 g e Las diferencias
proima 2 10 +
3 S *k PR .
2 = significativas se
E 100 z expresaron  co-
Z 8 mo: ** p<0,01 y
£ Z 50 4
L E #%% n<0,001.
% 50 g
e 0 |
44 KDa 42 KDa insulina - + - + - + - +
ERK 10 mlj 14 KDa 42 KDa

p-ERK

Como se ve en la Fig. 41a, las concentraciones basales de fosfo-JNK (en sus dos
isoformas, de pesos moleculares 46 y 54 KDa) se encontraron aumentadas con la
subnutricién, pero no fueron afectadas las formas totales. Esta condicién tampoco
influy6 sobre el contenido de ERK (isoformas de 42 y 44 KDa), como se ve en la Fig.
41b.
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La administracién de insulina elevé marcadamente la fosforilacion de esta
proteina en las ratas controles, pero en las subnutridas el nivel basal de fosfo-ERK ya se
encontraba por encima del que presentaban los animales controles y la hormona no
suscité un incremento adicional. Los resultados correspondientes a p38 se muestran en
la Fig. 41c. La subnutricién no modificé el contenido de esta proteina y la inyeccién de
insulina no indujo su fosforilacién en ninguno de los dos grupos de ratas, en las

condiciones en las que dicha fosforilacién fue analizada.

3.10.4.- Sensibilidad hipotalamica a la leptina

Se ha efectuado un estudio en ratas de 70 dfas acerca de los efectos de la
subnutricién sobre la capacidad de respuesta del hipotdlamo a la leptina, hormona
fuertemente supresora del apetito. Como se ve en la Fig. 42, la restriccién nutricional no
alterd la concentracién de tres proteinas claves en la via de sefiales de dicha hormona: la

especie OBR-b de su receptor, JAK2 y STATS3.
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Fig. 42. Contenido hipotalamico de ObRb, JAK2 y STATS3 en ratas de 70 dias, controles
(C) y subnutridas (S). Se presentan autorradiogramas tipicos y barras (negras, controles;
blancas, subnutridas) correspondientes a las medias +* SEM de 6-8 analisis
independientes.

Como muestra la Fig. 43, al administrar leptina en el tercer ventriculo
hipotaldmico de las ratas controles se produjo un incremento de la fosforilacién de las

tres proteinas, en las posiciones analizadas.
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Fig. 48. Contenido de p-Tyr1138 ObRb, p-Tyr1007/1008 JAK2 y p-Tyr705 STAT3 en el
hipotalamo de ratas controles (C) y subnutridas (S) de 70 dias de vida. Se muestran
autorradiogramas representativos y las barras (negras, controles; blancas, subnutridas)
corresponden a las medias £+ SEM de 6-8 determinaciones independientes. Las diferencias
significativas se expresaron como: ** p<0,01 y *** p<0,001.

Sin embargo, ese mismo tratamiento en las ratas subnutridas no modificé el
grado de fosforilacién de dichas proteinas. Por otra parte, la restriccién nutricional
indujo un marcado incremento de la cantidad de SOCS3 en el hipotdlamo, proteina que

regula negativamente la via de la leptina, como se ve en la Fig. 44.
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Fig. 44. SOCS3 hipotalamico en ratas de 70 dias, controles (C) y
subnutridas (S). Se muestra un autorradiograma representativo y
en forma de barras (negras, controles; blancas, subnutridas) las
medias £ SEM de 6-8 andlisis independientes. La diferencia
significativa se expres6 como: ** p<0,01.

3.11.- Efectos de la subnutricion y realimentacion sobre la sensibilidad

global a la insulina
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Este estudio se realiz6 en los cuatro grupos de ratas de 9 meses: controles,
subnutridas y transferidas a la dieta de cafeterfa. La sensibilidad se analiz6 mediante el
método de referencia, que es el clamp hiperinsulinémico-euglucémico (descrito en la
seccién 2.1 de Materiales y Métodos), aplicando una dosis maxima de insulina. Como se
ve en la Fig. 45a, el nivel plasmético de hormona logrado en el clamp fue el mismo en los
cuatro grupos de animales; ademds, dicho nivel se mantuvo estable durante el desarrollo

de la prueba (resultado que no se muestra).

La tasa de infusién de glucosa necesaria para mantener la euglucemia fue superior
en las ratas subnutridas que en las controles, indicando una mayor sensibilidad a la
insulina. En los animales transferidos a la dieta hiperlipidica dicha tasa disminuyé
significativamente, tanto en las controles como en las subnutridas. En estas tltimas el
descenso relativo fue mayor que en las controles, de modo que no hubo diferencias entre

los grupos sometidos a la dieta de cafeterfa (Fig. 45b).
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V. DISCUSION






1.- Efecto de la subnutricion sobre el metabolismo hepatico
durante la lactancia

La leche, alimento exclusivo del lactante, se caracteriza por su riqueza relativa en
lipidos y bajo contenido en glicidos. Por ello, el metabolismo hepatico durante esa etapa
tiene dos objetivos principales: producir cuerpos ceténicos a partir de esos lipidos y
glucosa a través de la gluconeogénesis. Ambos son sustratos cruciales para el desarrollo.
La subnutricién disminuye la produccién de leche. Si eso repercutiera sobre la
disponibilidad de esos sustratos, podrifa tener consecuencias negativas sobre el

desarrollo.

1.1.- Glucemia y cetonemia en las ratas lactantes subnutridas

Para poder hacer frente a un crecimiento tan intenso como el que se produce en
esta etapa crucial del desarrollo, las ratas lactantes de 10 dfas de vida necesitan una
amplia disponibilidad de glucosa y cuerpos ceténicos (Cotter & col, 2011). La
hipoglucemia que produjo la subnutricién coincidié con una concentracién de cuerpos
ceténicos mas elevada en el torrente sanguineo. Esta adaptacién compensatoria también
ha sido demostrada en otros modelos de restriccién basados en dietas bajas en proteinas
(Gamallo & col., 1989). Es una similitud notable en ambas condiciones nutricionales
restrictivas, independientemente del tipo de déficit aplicado (proteico o global). En un
ayuno prolongado durante la etapa adulta también se eleva la cetonemia, lo que
contribuye a que se mantenga el metabolismo energético cerebral. Sin embargo, durante
etapas inmaduras del desarrollo, la coincidencia de un estado de hipoglucemia con
hipercetonemia no tiene por qué ser, necesariamente, beneficiosa. De hecho, hay estudios
que demuestran que un aumento de 3-hidroxibutirato en el plasma de ratas lactantes
sometidas a un coma hipoglucémico determina un peor pronéstico para la recuperacion,
en comparacién con una situacién en la que se mantenga normal el nivel de ese
metabolito (Schuz & col., 2011). Quizd ello se relaciona con el hecho de que la cetosis
altera el transporte de aminoécidos a través de la barrera hematoencefalica (Yudkoft &

col., 2001). La glucosa y los cuerpos ceténicos son sustratos energéticos para el cerebro
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pero, ademds, ejercen otras funciones, algunas de ellas complementarias. La glucosa
proporciona los precursores necesarios para la sintesis de neurotransmisores y se
metaboliza en el ciclo de las pentosas fosfato. Los cuerpos cetdénicos, por su parte,
generan acetil-CoA, utilizado como precursor fundamental para la sintesis de lipidos y
aminodcidos (Morris, 2005). Por lo tanto, todos los cambios que se produzcan tanto en la
disponibilidad de glucosa como en la de cuerpos ceténicos, durante esta etapa crucial de
crecimiento cerebral, pueden tener consecuencias sobre todas estas vias alterando su
intensidad.

Como se discutira después con mas detalle, la subnutricién indujo el aumento de
una isoforma especifica de transportador de monocarboxilatos en la corteza cerebral, lo
que sugiere una intensificacién de la captacion cortical de cuerpos ceténicos. Todas estas
alteraciones podrian tener repercusiones a corto y/o medio plazo sobre el metabolismo

del cerebro en pleno desarrollo, pudiendo ser la causa de algunas anomalfas ulteriores.

1.2.- Contenido hepatico de glucégeno

Como se ha comentado en la seccién anterior, la peculiar composicién de la leche
determina que el metabolismo del lactante presente algunas caracterfisticas diferentes a
las que son propias del animal adulto. Un hecho crucial durante la lactancia es el intenso
crecimiento que experimenta el cerebro (“crecimiento acelerado”); éste se basa en el uso
exclusivo de glucosa y cuerpos ceténicos, ambos de procedencia esencialmente hepética.
La concentracién de estos sustratos en la sangre depende fundamentalmente de las
acciones de dos hormonas: insulina y glucagén. Por eso, los tejidos del lactante
experimentan adaptaciones especificas en su capacidad de respuesta a estas hormonas.
Asi, el higado y los restantes tejidos periféricos presentan cierto grado de resistencia a la
insulina; en el caso de los tejidos periféricos, ello permite una menor utilizacién de
glucosa y el consecuente aumento de su disponibilidad para el cerebro. Esta situacién
endocrina es muy adecuada para el lactante, pero nuestros resultados demuestran que
experimenta alteraciones importantes cuando se establece un cuadro de subnutricién.
Resultados previos de varios trabajos, obtenidos en ratas y otras especies, ya habfan
demostrado que diversos tipos de restriccién nutricional aumentan la sensibilidad global
y, légicamente, tisular a la insulina: asi se ha visto en musculo esquelético, cardiaco y
tejido adiposo (Gosby & col., 2010; Dean & Cartee, 2000; Ozanne & col., 1997; Escriva &
col, 1992). Ahora bien: se trata de resultados referidos a animales adultos; las

consecuencias de la subnutricién al respecto durante las etapas de crecimiento y



desarrollo no se habfan estudiado. De ahf nuestro interés en investigar el impacto de la
subnutricién sobre el higado hacia la mitad de la fase lactante.

Como muestran nuestros datos, la subnutricién condujo a un marcado aumento
del glucégeno acumulado en el higado de las ratas lactantes, un hecho coherente con la
hipoglucemia de estos animales porque indica una importante reduccién de la capacidad
hepatica para exportar glucosa a la sangre. Por otra parte, este resultado coincide con lo
que han descrito otros autores en modelos de subnutricién materna hipoproteica,
confirmando que esta respuesta es independiente del tipo de subnutricién (Gosby & col.,
2003; Gamallo & col., 1989). El incremento del glucégeno estd acompanado por otra
serie de cambios. Asf, la subnutricién ocasioné un aumento significativo de los dos
principales transportadores de glucosa en el higado, GLUT-1 y GLUT-2. La deficiencia
de glucosa plasmatica junto con el acimulo del glucégeno sugiere que en la rata
subnutrida ambos transportadores facilitan la captacién hepética de glucosa, y no su
salida desde este 6rgano. Es una situacién muy diferente de la que es normal en esa etapa
del desarrollo, en la cual el higado debe actuar como un érgano exportador activo de
glucosa, para compensar el relativo déficit de este sustrato en la leche. Los bajos
contenidos de glucosa y lactato que presenta el higado de las ratas subnutridas son
representativos, sin duda, de la elevada tasa de conversién de esta hexosa en glucégeno,

asf como de una reduccién de la via glucolitica.

Por otra parte, el incremento en la cantidad de GS y el descenso en la de GP
tavorecerdn claramente que el destino prioritario de la glucosa captada por el higado de
la rata subnutrida sea la sintesis de glucégeno. Es bien sabido que la insulina actta
aumentando el nivel de GS y reduciendo el de GP (Syed & Khandelwal, 2000; Fujita &
col, 1996). Considerando el hecho de que las ratas subnutridas son fuertemente
hipoinsulinémicas, los cambios en la expresién de estas proteinas enzimaticas sugieren
que la insulino-sensibilidad hepdtica de estos animales se encuentre incrementada, como

se vera a continuacion.

1.3.- Sensibilidad hepatica a la insulina

Aunque la subnutricién no modificé el contenido hepatico de algunas moléculas
claves de la via de sefiales de la insulina (como el receptor, IRS-1, etc.), indujo aumentos
significativos de IRS-2 y Akt, asf como aumentos del grado de fosforilacién basal de
estas dos protefnas. En concordancia con ello, al estimular con una dosis de hormona a

las ratas lactantes, la activacién de la PISK asociada al IRS-2 fue mayor en los animales



subnutridos. Lo mismo ocurri6é con respecto a la fostorilacién de la GSK3[3, que es la
isoforma mayoritaria en higado. Por otra parte, en las ratas subnutridas la cantidad basal
de P70S6K tostforilada (que también puede ser incrementada por la accién insulinica) se
encuentra por encima del valor control, a pesar de la hipoinsulinemia que experimentan
estos animales restringidos. Todo este conjunto de alteraciones indica que en el higado
de las ratas subnutridas se establece una situacién de hipersensibilidad a la insulina. Se
trata de una alteracién muy relevante, ya que -como se ha indicado antes- la condicién
hepatica fisiolégica durante la lactancia debe ser de insulino-resistencia, para que el
higado mantenga eficazmente una intensa gluconeogénesis. La mayor capacidad de
respuesta a la insulina explica el aumento del glucégeno, asi como la hipoglucemia

caracterfstica de las ratas subnutridas.

Es notable el hecho de que el IRS-1 no se altere por la subnutricién, en contraste
con el aumento que experimenta el IRS-2. Se habfa propuesto que el primero de ellos
estarfa implicado esencialmente en el metabolismo glucidico, mientras que el IRS-2
actuarfa prioritariamente en el lipidico, refiriéndose a animales adultos (Taniguchi &
col,, 2005). Sin embargo, nuestros resultados indican un aumento concomitante de la
glucogenosintesis y del IRS-2, lo que sugiere que este intermediario de la accién
insulfnica también influye de manera importante en el metabolismo glucidico durante la

etapa lactante.

1.4.- Sensibilidad hepatica al glucagon

Los niveles plasméticos de glucagén se encontraron disminuidos en las ratas
subnutridas, resultado que coincide con el descrito por otros autores que estudiaron las
etapas fetal y lactante de ratas procedentes de madres restringidas (Alvarez & col.,
1986). Como la disminucién de esta hormona ocurrié en una proporcién similar al
descenso que experimenté la insulina, el cociente insulina/glucagén no resulté alterado.
Por otra parte, la subnutricién redujo de manera considerable el contenido de receptores
hepaticos de glucagén. Ozanne & col. publicaron un estudio en el que estos receptores
también estaban disminuidos en ratas adultas procedentes de madres que estuvieron bajo
una restriccién proteica durante la gestacion y la lactancia (Ozanne & col., 1996). En este
trabajo hemos visto que algunas respuestas al glucagén estaban significativamente
disminuidas en las lactantes restringidas, un resultado  vivo que no se habia publicado

anteriormente. Asf, cuando las ratas fueron estimuladas con inyecciones



intraperitoneales de la hormona, el estimulo sobre la glucogenolisis fue débil y no se
produjo el incremento esperado en la glucemia, a diferencia de lo que ocurrié en las ratas
controles. Por todo este conjunto de datos, podemos concluir que la subnutricién precoz
condujo a una alteracién en la sensibilidad a dos hormonas cruciales en la homeostasis

glucidica, promoviendo resistencia al glucagén junto con hipersensibilidad a la insulina.
1.5.- Cetogénesis hepatica

La hipercetonemia establecida en las ratas lactantes subnutridas podria explicarse
por una hipotética reduccién en el uso de cuerpos ceténicos. Sin embargo, el hecho de
que la concentracién de estos productos encontrada en el higado de dichos animales esté
muy elevada parece apuntar, mas bien, a una intensificacién de la cetogénesis. La
actividad de la acetoacetil-CoA tiolasa, primer enzima que acttia en dicha via, estaba
incrementada por la subnutricién, lo que favorece la sugerencia de una elevada
cetogénesis. Es interesante remarcar que el aumento de esta via se produjo a pesar de
que la subnutricién implica una reduccién en el aporte de leche y, por lo tanto, una
menor disponibilidad de &cidos grasos, que son los precursores cetogenéticos. Ello
conduce a proponer que entre los dos destinos metabdlicos inmediatos de estos
sustratos, oxidacién/esterificacién, esté fuertemente incrementado el primero, en
detrimento del segundo. En la oxidacién de los acidos grasos representa un papel
decisivo la carnitina aciltransferasa 1. Esta enzima, ubicada en la membrana externa de la

mitocondria, transfiere los restos de acil-CoA largos desde el citosol al interior de este

orgénulo, como paso previo a su [B-oxidacién, lo que constituye la etapa limitante en el
uso oxidativo de estos sustratos. Es bien sabido que la actividad de esta transferasa es
inhibida por el malonil-CoA, cuyo principal precursor en el higado, segtin los trabajos de
McGarry & Foster (McGarry & Foster, 1980), es la glucosa procedente de la
glucogenolisis. Como hemos discutido anteriormente, este tGltimo proceso se encuentra
inhibido en las ratas subnutridas, de lo que cabe deducir que la concentracién
intracelular de malonil-CoA esté deprimida. Por lo tanto, el incremento del glucégeno
en el higado de estos animales debe ser una condicién que facilite que el metabolismo de

los 4cidos grasos esté desviado hacia la cetogénesis.

La intensidad de la cetogénesis varfa en funcién de la potencia de los efectos de la
insulina y glucagén sobre el higado. Ambas hormonas acttian reciprocamente: cuando
los efectos de la insulina son relativamente menores que los del glucagén, esta via se

estimula. Por lo tanto, es muy destacable la observacién de que la produccién hepatica de



cuerpos ceténicos en las ratas lactantes subnutridas esté incrementada 'y,
simultdneamente, el higado experimente una hipersensibilidad a la insulina acompafnada
de resistencia al glucagén. Se trata de una situacién que, seglin creemos, nunca se habfa
descrito previamente. Este cuadro demuestra que durante la etapa lactante una
sensibilidad elevada a la insulina no inhibe necesariamente la cetogénesis. Y, por otra
parte, sugiere que el incremento de la cetogénesis asociado a la subnutricién no deriva de
un efecto estimulante del glucagén, como es la condicién fisiolégica habitual, sino de
otros factores, posibilidad previamente considerada por otros autores (Laffel, 1999).
Entre esos factores podrian tenerse en cuenta, hipotéticamente, las catecolaminas, puesto
que son activadoras de la lipolisis; sin embargo, se sabe que éstas no ejercen efectos
cetogénicos directos en el higado (Beylot, 1996). Por el contrario, los glucocorticoides sf
que pueden inducir esos efectos (Cagdas & col., 2008). En este contexto, se sabe que las
ratas descendientes de madres sometidas a dieta hipoproteica presentan una expresién
incrementada de los receptores hepaticos de esas hormonas esteroidicas, tanto durante la
lactancia como en la vida adulta (Bertram & col., 2001). También se han publicado
resultados 7z vitro que van en esa direccién: se ha visto que en hepatocitos en cultivo, los
glucocorticoides y la insulina act@ian sinérgicamente para incrementar la sintesis de
cuerpos ceténicos y la de glucégeno, situacién muy similar a la que hemos observado en
este trabajo en las ratas lactantes subnutridas. Por lo tanto, es posible que los
glucocorticoides desempefien un papel crucial en el desarrollo de la hipercetonemia

asociada a la subnutricion.

Es interesante subrayar el hecho de que en el higado de estos animales también
parece elevarse la capacidad de exportacién de los cuerpos ceténicos, dado el aumento
que experimenta el transportador MCT'1. La regulacién de la sintesis de esta proteina no
se conoce muy bien; sin embargo, se sabe que con el ayuno, situacién comparable en

cierto modo a la que experimentan las ratas subnutridas, esa sintesis es estimulada por la

variedad O de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (Konig & col.,

2008).



2.- Efecto de la subnutricion sobre el cortex durante la lactancia

La nutricién influye poderosamente sobre el desarrollo y, por lo tanto, sobre el
peso corporal y de cada érgano en particular. Como cabia esperar, las ratas lactantes
subnutridas presentaron pesos de cuerpo y cerebro por debajo de los valores controles;
sin embargo, la relacién entre ambos (cerebro/cuerpo) fue significativamente mas alta en
las subnutridas. Se trata de una consecuencia de la subnutricién bien conocida, publicada
repetidas veces. Este resultado suele interpretarse admitiendo que, bajo una condicién
restrictiva, el cerebro experimenta un menor retraso de su crecimiento que el resto del
cuerpo; ello constituirfa una especie de adaptacién para proteger ese érgano y evitar
danos més severos, a expensas del desarrollo de otros tejidos (brain sparing) (Laus & col.,
2011; Peeling & Smart, 1994). Por otra parte, sin embargo, numerosos resultados
obtenidos durante los Gltimos afios en investigaciones efectuadas tanto en animales
como en seres humanos demuestran que algunas circunstancias perinatales pueden
desempenar un papel clave en el desarrollo cognitivo, siendo el estado nutricional una de

las més decisivas al respecto (Monk & col, 2013).

Desde hace afos existe una corriente de opinién que sugiere que la relacién
ponderal cerebro/cuerpo es un pardmetro vinculado directamente a la capacidad
cognitiva, tanto en el ser humano como en otros animales. Pero se trata de una opinién
cuestionable porque, desde luego, dicha relaciéon no es un indicador valido para comparar
capacidades cognitivas entre distintas especies de vertebrados. En cuanto al ser humano,
lo que realmente parece deducirse de una relacién cerebro/cuerpo elevada durante la
nifiez es que ese nifio estd experimentando una situacién de subnutricién, de modo
similar a lo que es cierto para la relacién ponderal cerebro/higado, como se ha
demostrado recientemente (Marton & col, 2013). Lo clerto es que la subnutricién
perinatal estd asociada a logros intelectuales deficientes (de Rooij & col, 2010) e incluso a
patologfas mentales (Hulshoft & col, 2000), como se ha comentado en la seccién 2 de la
Introduccién. Ello descarta una interpretacién exclusivamente positiva del incremento
en la relacién cerebro/cuerpo, al menos cuando ese incremento estd asociado a una
restriccién nutricional. Por el contrario, se puede pensar que el aumento relativo del
peso cerebral durante la lactancia podria ser causa de algunas anomalfas funcionales
ulteriores. En apoyo de esta sugerencia, en este trabajo hemos visto que en nuestro

modelo experimental la restriccién nutricional materna induce ese aumento ponderal



relativo pero también una serie de anomalias en el cértex de las ratas lactantes, las cuales

comentamos a continuacion.

2.1.- Glucdgeno y transportadores de glucosa en el cortex

Dado que en el cerebro no es activa la gluconeogénesis y el contenido de
glucégeno es escaso, la mayor parte de la glucosa usada por este érgano procede de la
sangre. Es captada por dos variedades de transportadores pasivos: GLUT-1 y GLUT-3.
El GLUT1 se expresa exclusivamente en las neuronas. E1 GLUT-1 estd presente bajo
dos isoformas con un grado de glucosilacién diferente: la menor, GLUT-1 (45 KDa), se
encuentra en los astrocitos y la mayor GLUT-1 (55 KDa), es la propia de las células
endoteliales de los microvasos que forman parte de la barrera hematoencetilica (Jope &
col., 2007). La subnutricién indujo un incremento especifico de la cantidad de GLUT-1
astrocitico. Simultdneamente, ocasioné un aumento de la concentracién de glucégeno
cortical. Mediante un analisis histolégico hemos demostrado que la carga extra de dicho
glucégeno se encontraba depositada en los astrocitos, sin implicar a las neuronas. Los
astrocitos, que constituyen la forma predominante de glias en el cerebro de los
mamiferos (Brown & Ransom, 2007), son las células que almacenan la pequefia cantidad
de glucégeno depositado en el SNC. Sin embargo, todavia no estd completamente
establecida la funcién de este glicido en el tejido nervioso; por ello no podemos deducir
cudl es la relevancia, ni las consecuencias, de este incremento asociado a la subnutricién
perinatal. De hecho, es una observaciéon que se describe en este trabajo por vez primera.
Sin embargo, existe la posibilidad de que el aumento del glucégeno se relacione con la

alteracién de alguna actividad neurotransmisora, como discutiremos a continuacién.

La elevada cantidad de glucégeno depositada en los astrocitos podria deberse a
un aumento de su sintesis, a una deficiencia de su degradacién o a ambas alteraciones.
Como se verd mas adelante, nuestros resultados sugieren la posibilidad de que la
actividad de la glucégeno sintasa se encuentre estimulada en el cértex de las ratas
lactantes subnutridas, lo que indicarfa que la concentracién del glucégeno se haya
incrementado porque aumenta su sintesis; pero esos resultados no descartan que los
animales restringidos también experimenten una reduccién de la glucogenolisis en la
corteza cerebral. Una consecuencia de ello serfa una menor produccién de piruvato y
lactato procedentes del glucégeno. Ambos metabolitos son transferidos desde los

astrocitos hasta las neuronas préximas. Estas tltimas carecen de reservas energéticas



(Dringen & col., 1993) y por lo tanto un déficit en el trasvase de estos sustratos podria
repercutir negativamente sobre ellas. La reduccién de la glucogenolisis también tendria
consecuencias negativas para los propios astrocitos. Se ha demostrado que la obtencién
de energfa por parte de estas células gliales es muy dependiente de esa via y la
subsecuente glucolisis (Hertz & col., 2007). Por ello, una depresién en la intensidad de la
glucogenolisis podria repercutir sobre las funciones gliales. Una de estas funciones es
crucial: la sintesis del neurotransmisor glutamato (Gibbs & col., 2007) y su captacién por
la neuronas (Sickmann & col,, 2009). De ahf la posibilidad de que ese incremento
irregular del glucégeno implique un descenso de la actividad glutamatérgica. Es
importante destacar que dicha actividad estd relacionada con los procesos cognitivos
(Rotta & col., 2003). Por otra parte, se sabe que el glucégeno cerebral estd aumentado en
diferentes condiciones patolégicas en las cuales la actividad neuronal esta reducida, como
en los cuadros de isquemia y en los traumatismos cerebrales; el glucégeno también esté
elevado bajo situacién de anestesia (Phelps, 1972; Kajihara & col., 2001). Todo ello
sugiere que el aumento del glucégeno cortical astrocitico en las ratas subnutruidas
podria conllevar la reduccién de algunas funciones neuronales. En este sentido, parecen
sugestivos los trabajos de Gibbs & col. (2006) demostrando que una inhibicién de la
glucogenolisis en los astrocitos de pollos neonatales disminuye su capacidad para

desarrollar funciones que impliquen a la memoria.

2.2.- Capacidad de uso y transporte de los cuerpos cetonicos en el cortex

Ademas de la glucosa, los cuerpos ceténicos son los tnicos sustratos capaces de
ser utilizados por el SNC durante las etapas de crecimiento y desarrollo. Como se ha
visto anteriormente (seccién 1.1. de la Discusién), la cetonemia estaba elevada en las
ratas subnutridas, aunque las actividades enzimaticas implicadas en el uso de los cuerpos
ceténicos no fueron afectadas en el cortex por la subnutricién. Ahora bien: se sabe que
otro factor decisivo para la utilizacién de estos sustratos es su disponibilidad, la cual
depende de la eficacia de su transporte al interior celular. Para captar los cuerpos
ceténicos (junto con otros monocarboxilatos, como piruvato y lactato) las células
nerviosas expresan tres isoformas de transportadores, denominados MCTs
(Monocarboxylate Transporters). Las células endoteliales de la barrera hematoencefalica
contienen exclusivamente MCT1, mientras que las neuronas coexpresan MCT1 y
MCT?2 y las glias MCT1 y MCT4 (Merezhinskaya & Fishbein, 2009). El contenido

cortical de MCT'1 aument6 de modo notable en las ratas subnutridas. Se ha visto que la



expresion de este transportador también se incrementa en las células endoteliales de
ratas sometidas a dietas cetogénicas (Leino & col., 2001), resultado comparable al que
hemos obtenido aquf, ya que las ratas subnutridas son hipercetonémicas. La presencia de
una cantidad incrementada de transportador probablemente facilite una mayor captacién
de cuerpos ceténicos por parte de los astrocitos que rodean los capilares de la barrera
hematoencefalica. En cuanto al contenido del MCT2 que -como se ha indicado- es una
isoforma exclusivamente neuronal (Bergersen, 2007), experiment6 una fuerte reduccién
con la subnutricién. Este cambio podria suponer una limitacién de la entrada de cuerpos
ceténicos a las neuronas. Quizd ello impida una sobrecarga de estos compuestos en el
citoplasma, ya que -por su cardcter acido- podrian inducir una bajada del pH citosoélico.
El MCT2 también estd presente en las sinapsis y esta misma protefna de transporte
experimenta transito intracelular (Bergersen, 2007). Se ha visto que durante los procesos
de plasticidad sindptica se producen cambios en su tasa de expresiéon (Robinet & Pellerin,
2010). Por eso, las modificaciones de los MCTs en el cértex como consecuencia de la
subnutricién -observadas por vez primera en este trabajo- permiten plantear la

posibilidad de que con esa condicién coexistan alteraciones en las conexiones sinédpticas.

Los MCTs también transportan lactato. En consecuencia, los cambios de estas
proteinas observados con la subnutricién podrian influir sobre la transferencia de este
sustrato. Se trata de una cuestién importante porque se sabe que el bloqueo de dicha
transferencia tiene efectos perniciosos i vivo (Adle-Biassette & col., 2007). A este
respecto hay que subrayar el hecho de que el MCT2, que es la isoforma que presenta mas
afinidad por el lactato (Merezhinska & Fishbein, 2009), se encuentra marcadamente

disminuida en las ratas subnutridas.

Los cuerpos ceténicos intervienen en el control hipotalamico de la ingesta que
llevan a cabo la insulina y leptina (Laeger & col.,, 2010). Asf, se sabe que en ratas que
desarrollan hipercetonemia y presentan elevadas tasas de transferencia de cuerpos
ceténicos a través de la barrera hematoencefilica, la inhibicién del apetito que deberfan
provocar estas hormonas se encuentra disminuida (Fisler & col.,, 1989). En base a ello,
cabe sugerir la posibilidad de que los cambios de MCT's observados en el cortex de las
ratas subnutridas inmaduras, en conjuncién con su situaciéon de hipercetonemia, incidan
sobre los mecanismos de regulacién del apetito hasta el punto de conferir a estos

animales restringidos un riesgo mayor de obesidad.



2.3.- Via cortical de senales de la insulina

La subnutricién no alteré la cantidad de receptores de insulina, IRS-1/2 y Akt;
tampoco afecté las proporciones de ERK y p388, aunque disminuy6 la de JNK. El grado
de fosforilacién basal de IRS-1/2, Akt y ERK tampoco estuvo alterado en las ratas
restringidas, aunque esa condicién indujo una disminucién de fosfo-JNK y fosfo-p3s.
Para comprobar si la subnutricién precoz tiene consecuencias sobre la capacidad de
respuesta cortical a la insulina se administré una dosis intraperitoneal de esta hormona.
El tratamiento indujo una fosforilaciéon répida del receptor que fue similar en los dos
tipos de ratas -controles y subnutridas-, resultado demostrativo de que la insulina es
capaz de acceder desde la periferia al cerebro de la rata lactante y de que esta capacidad
no se altera con la subnutricién. Confirmando esta conclusién, cuando un grupo de ratas

previamente ayunadas experimenté ese tratamiento se obtuvo la misma respuesta.

Sorprendentemente, a pesar de la activacién del receptor, el grado de
tostorilacién de Akt y de las principales protefnas analizadas en la via de sefiales no se
incrementé en ninguna de las dos poblaciones de ratas al inyectar insulina, tanto si los
animales se habfan sometido a un ayuno previo como si no. Es un resultado que
contrasta con el que se obtuvo en el higado, érgano que se analiz6 como referencia; en
ambos grupos de ratas la Akt hepdtica experimenté un marcado incremento de su
tostorilacién al inyectar insulina, tanto si habfan mamado como si se encontraban en
ayunas. Dado que, como hemos sefalado antes, el receptor de la hormona si que
experimentd fosforilacién, estos resultados pueden interpretarse en el sentido siguiente:
las principales proteinas transductoras de la sefal insulinica ya se encuentran
basalmente activadas en el cértex inmaduro, de manera que la hormona no induce
incrementos afiadidos de su grado de fosforilacién. Al menos parecié ocurrir asf en un
plazo de tiempo corto tras su administracién, que es la condicién aqui analizada. No
conocemos otros trabajos en los que se haya estudiado el efecto de la insulina i vivo
sobre la via de sefales en el coértex cerebral durante la etapa de desarrollo. Clodfelder-
Miller y col. (2005) observaron que la hormona induce un aumento répido y transitorio
de la fosfo-Akt en el cértex de ratones sometidos a ayuno, pero esos animales eran
adultos. La discrepancia entre el resultado de estos autores y los nuestros podria deberse
al distinto grado de desarrollo de los animales; pero, en rigor, no puede descartarse que

existan diferencias entre ambas especies.



2.4.- Subnutricion y GSK3 cortical

Se ha demostrado que la insulina es capaz de inducir la sintesis de glucégeno
tanto en el cerebro adulto (Choi & col., 2003) como en astrocitos de ratas neonatales
(Dringen & col., 1993). Ademas, existe una correlacién directa entre el contenido de
glucéogeno en estas células y la actividad del enzima limitante de su sintesis, la
glucégeno sintasa (Allaman & col., 2004). Esta Gltima se inactiva por fosforilacion,
proceso que puede ser catalizado por GSK3 y AMPK (Wojtaszewski & col., 2002;
Cammisotto & col., 2008). Dado que el glucégeno depositado en los astrocitos de las
ratas subnutridas estaba incrementado, buscamos un posible mecanismo de este cambio
analizando el contenido cortical de estas kinasas y su grado de fosforilacién. Con
respecto a la GSK3 comprobamos que los niveles de la isoforma 3 eran superiores a los
de la 0, como ya se habfa descrito para ese tejido. Ademds, observamos que la
subnutricién no alteré el contenido total de esta protefna. Sin embargo, esa condicién
aumentoé la proporcién de su forma fosforilada en serina, un cambio que determina su
inactivacién. Paralelamente, la fosfo-AMPK se encontré disminuida en las ratas
subnutridas. En este caso, la forma fosforilada de la kinasa es la especie activa y para
corroborarlo analizamos el grado de fosforilacién de la acetil CoA carboxilasa, su
proteina sustrato. Observamos que, efectivamente, estaba reducido en las ratas
subnutridas. Un hecho destacable es que en varios trabajos se ha comprobado que
durante los procesos metodolégicos necesarios para el aislamiento y andlisis de estas dos
kinasas, GSK3 y AMPK, el grado de fosforilacién no se modifica, lo que indica que

nuestros datos se corresponden con lo que realmente esta presente iz vzvo.

En conjunto, todos estos resultados indican que la subnutricién indujo una
reduccién de las actividades de GSK3 y AMPK, ambas capaces de fosforilar a la
glucégeno sintasa y de ese modo disminuir su actividad. En consecuencia, una menor
regulacién a la baja de esta sintasa inducird un aumento de la sintesis de glucégeno, lo
que concuerda con el incremento de su concentraciéon observado en los astrocitos del

cortex de las ratas subnutridas.

La principal kinasa que fosforila GSK3 para inhibir su actividad es la Akt; sin
embargo, como ya hemos sefialado, nosotros no encontramos diferencias en la
tosforilacién de ésta al comparar las dos poblaciones de ratas lactantes, controles y

subnutridas. Esto nos lleva a proponer que el incremento de la fosfo-GSK3 en estas



ultimas no esté relacionado con la Akt. Una posibilidad alternativa es que dicho
incremento derive de cambios en otras kinasas que no se han estudiado en este trabajo;
se sabe que algunas de ellas, como la PKC y PKA pueden modificar el grado de
tosforilaciéon de GSK3. Por otra parte, algunas fosfatasas también pueden actuar en este
sentido (Jope & col., 2007). Nuestros resultados sugieren, por lo tanto, la posibilidad de

que algunas de estas kinasas y fosfatasas resulten alteradas por la subnutricién.

También permiten especular con otra posible consecuencia de la subnutricién
que, a pesar de su cardcter hipotético, merece la pena comentar. La corteza cerebral estd
compuesta por una poblacién celular muy heterogénea. Como se ha mencionado
anteriormente, el glucégeno se localiza en los astrocitos. Por ello puede deducirse que el
incremento en fosto-GSK3 asociado a la subnutricién se esté produciendo en estas
células gliales. Sin embargo, para analizar dicha kinasa se han utilizado lisados enteros
del cértex, en donde estan representadas todas las estirpes celulares de la corteza. Esto
permite pensar en la posibilidad de que la regulacién negativa de la actividad de GSK3
asociada a la subnutricién también pudiera estar ocurriendo en las neuronas. Se trata de
una kinasa multifuncional, que cataliza la fosforilacién de numerosas protefnas con
muchos destinos y papeles en la célula (ademéds de la enzima glucégeno sintasa). Asi que
su inhibicién podria afectar a otros procesos de la corteza cerebral, érgano de especial
vulnerabilidad por encontrarse en pleno desarrollo. De hecho, la desregulacién de la
actividad de GSK3 ha sido propuesta por diversos autores como un factor etiolégico para

varias enfermedades (Jope & col., 2007).

2.5.- Efecto de la subnutricion sobre el AMPK en el cortex

La AMPK es una Ser/Thr kinasa que funciona como sensor del nivel energético
celular. El principal determinante de su activacién, que es alostérica y también por
tosforilacion, es la caida del nivel energético celular. Cuando ello ocurre, la AMPK
regula negativamente las rutas anabdlicas y se activan los procesos de producciéon de
ATP. La AMPK se expresa intensamente durante el desarrollo del SNC (Culmsee & col.,
2001). Se ha descubierto que esta kinasa es capaz de responder a los cambios energéticos
en cultivos de neuronas (Kleman & col., 2008) y de astrocitos corticales (Mukherjee &
col., 2008). Bajo condiciones de restriccién nutricional, la AMPK se activa (Kim & col.,,
2004) y por esa razén quisimos estudiar si en la corteza cerebral de las ratas subnutridas
se inducfa algin cambio en esta kinasa. Comprobamos que se producfa un descenso en el

contenido de AMPK fosforilada, mientras que no se alteraban los niveles totales de la



proteina. Este resultado podria indicar que la restriccién calérica no ocasioné una
disminucién del metabolismo energético de la corteza durante la etapa de desarrollo. Es
decir: aunque la glucosa sérica es la principal fuente de energfa que utiliza el cerebro y a
pesar de que las ratas subnutridas son ligeramente hipoglucémicas, su metabolismo
energético no parece encontrarse reducido. Quiza, dado que el descenso de la glucosa en
sangre es cuantitativamente menor, su disponibilidad y metabolismo no lleguen a estar
limitados. Incluso, el aumento del glucégeno cortical podria indicar que una fraccién de
esa glucosa es desviada hacia su sintesis. Por otra parte, la acumulacién exagerada de
este glacido también podria ejercer un efecto inhibitorio sobre la AMPK cortical,

explicando el descenso que se produce en su fosforilacién, puesto que esta kinasa se

inactiva cuando el glucégeno se liga a su subunidad B (Polekhina & col., 2003).

2.6.- MAP kinasas y proteinas apoptoticas

Las MAPKs son una familia de Ser/Thr kinasas que regulan muchos procesos
asociados con el crecimiento celular. Estdn implicadas en la fosforilacién de numerosos
sustratos y regulan una amplia gama de acontecimientos durante el desarrollo del
sistema nervioso: supervivencia, diferenciacién, proliferacién y apoptosis (Takeda &
Ichijo 2002). Ademds, también intervienen en procesos de aprendizaje y memoria
(Sweatt 2001). En este trabajo, como primera aproximacién al estudio de los efectos de la
subnutricién sobre esta familia de kinasas en el cértex hemos analizado el contenido y
tostorilacién de las tres principales: ERK, p38 y JNK. La subnutricién no caus6 ningtn
efecto sobre la expresién de ERK-1/2 ni sobre su nivel de fosforilacién; sin embargo,
esta condicién nutricional indujo algunas modificaciones en las otras dos MAPKs. En
concreto, JNK-1/2 y sus formas fosforiladas disminuyeron ligeramente y fosfo-
p38MAPK se redujo de manera muy importante. Las formas activadas de JNK y de p38
actian como mediadoras en la via apoptdtica neuronal. Por el contrario, si se encuentran
inhibidas protegen a la células de la muerte por apoptosis, segtiin se ha demostrado en
algunas investigaciones realizadas iz vitro (Yang & col., 2007; Xie & col., 2004). Por lo
tanto, se plante6 la posibilidad de que estas alteraciones de las MAPKs, en las cortezas
cerebrales de los animales restringidos, pudieran repercutir sobre la muerte celular. Para
abordar esta cuestién analizamos algunas proteinas relacionadas con la supervivencia y
la apoptosis, como Bad, BelxLl y Bax. Tanto Bad, una proteina que favorece la apoptosis,
como Bcl-xL, un factor antiapoptdtico, no cambiaron en la corteza cerebral de las

lactantes restringidas en comparacién con las controles. Se sabe que la interaccién de las



formas no fosforiladas de Bad y de Bcl-xL, promueve la liberacién del factor apoptético
Bax (a partir de BcelxL) asi como su translocacién a la mitocondria y la activacién de la
cascada de las caspasas, con la consecuente estimulacion de la apoptosis. Sin embargo, la
tosforilacién de Bad bloquea ese mecanismo y por ello dicha fosforilacién es, realmente
un acontecimiento promotor de la supervivencia. En nuestro caso, el contenido de Bad
tosforilado en Ser 112 se encontré reducido con la subnutricién. Esta fosforilacién
especifica, que va a decidir si la apoptosis se desencadena o no, estd catalizada por ERK
(Zhu & col.,, 2002). Sin embargo, esta MAPRK no se encontraba alterada en las ratas
restringidas, por lo que cabrfa sugerir, alternativamente, que la actividad de ciertas
tostatasas (Garcfa & col,, 2003) estuviera modificada por la subnutricién y que ello
causara la reducciéon de la fosforilacion de Bad. Sin embargo, la subnutricién indujo
simultdneamente una disminucién de Bax. Se sabe que la apoptosis depende de un
equilibrio entre factores pro- y anti-apoptéticos. Puesto que los cambios observados en
el cortex de las ratas subnutridas inducen efectos opuestos sobre la apoptosis, es
probable que, en definitiva, la cantidad de Bax susceptible de ingresar en la mitocondria
no sea modificada por la restriccién nutricional.

Para obtener informacién més directa sobre posibles cambios en la intensidad
apoptética en el cértex derivados de la subnutricién llevamos a cabo un andlisis de la
principal caspasa efectora de la apoptosis, la caspasa 3, asi como de su forma activada,
mediante Western Blot. Comprobamos que los niveles de la caspasa activada estaban
marcadamente bajos en las ratas de 10 dias; de hecho, fue necesario sobreexponer la
pelicula radiografica para que la sefial se evidenciara. Ello es indicativo de que los
procesos de muerte celular programada dependientes de esta caspasa son casi
inexistentes en esta etapa de la lactancia, caracterizada por un intenso crecimiento y
desarrollo. Ademds, nuestros resultados sefialaron que la subnutricién no influyé sobre
los niveles de caspasa 8 ni de su forma fragmentada; dicho de otro modo: demostramos
que esta restricciéon no induce cambios apreciables en la apoptosis cortical en el cerebro
inmaduro. La fosfo-Akt, que es un factor crucial en la regulacién de la muerte y
supervivencia neuronal, no estaba alterada en las ratas subnutridas -como se ha visto
mas atrds- lo que corrobora esa afirmaciéon. De todos modos, estos resultados no
descartan la posibilidad de un efecto de la subnutricién sobre la apoptosis en algunas
poblaciones celulares corticales especificas; se tratarfa de efectos cuantitativamente
limitados, no apreciables al analizar los lisados preparados a partir de la corteza entera,

que es la aproximacién llevada a cabo en este trabajo. Por otra parte, no se puede
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descartar que la subnutricién induzca pérdidas celulares por otros mecanismos,

independientes de la apoptosis (Stefanis, 2005).

3.- Efecto de la realimentacion con dieta hipercaldrica en ratas
adultas cronicamente subnutridas

La hipétesis de la programacién fetal (seccién 1.2 de la Introduccién) indica que
algunas alteraciones establecidas en etapas de inmadurez y desarrollo pueden producir
consecuencias patolégicas a largo plazo. Entre esas alteraciones destaca especialmente la
subnutricién perinatal, por su prevalencia. Es una condicién que puede predisponer para
algunos de los hechos patolégicos que comprende el “sindrome metabdlico” (Yajnik &
Deshmukh, 2008; Barker, 2004). Desai & col. (2007) observaron que ratas descendientes
de madres sometidas a subnutricién global durante parte de la gestacién y toda la
lactancia presentaban obesidad en la etapa adulta. Blondeau & col. (1999), aplicando un
modelo experimental similar al de este trabajo, demostraron que la subnutricién
disminuye la capacidad de las células B pancredticas para adaptarse a situaciones que
exigen una secrecién mayor de insulina, como la gestacién y el envejecimiento. Este tipo
de resultados muestra que la subnutricién precoz tiene consecuencias a largo plazo, en
linea con la hipdtesis de la programacién fetal. Entre esas consecuencias negativas, es
destacable el incremento del riesgo de obesidad. Es probable que la subnutricién induzca
cambios en los centros hipotalamicos implicados en el control de la ingesta y la saciedad,
como han propuesto algunos autores (Plagemann & col, 2000a; Plagemann & col,

2000Db).

3.1.- Caracteristicas de la formula de cafeteria

El modelo experimental basado en la realimentacién con una dieta obesigénica
fue desarrollado en este trabajo aplicando una férmula de “cafeterfa” elaborada en
nuestro propio laboratorio, cuya composicién se detalla en la seccién 1.2 de Materiales y
Métodos. Las dietas de cafeteria se utilizan con frecuencia en estudios experimentales en
los que se pretende lograr una pauta de alimentacién similar a la de los seres humanos.
Suelen ser comidas palatables, densas en calorfas por su elevado contenido graso, pobres
en fibras y con efecto obesigénico. Para algunos autores, los roedores sometidos a las

dietas de cafeterfa constituyen modelos méas préximos a la realidad humana que los que



estan basados en dietas hiperlipidicas comerciales, otra posibilidad también ampliamente
utilizada (Sampey & col., 2011).

Las dietas inductoras de obesidad producen alteraciones diversas: hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, adiposidad blanca
incrementada (Lalanza & col., 2014), acumulacién de lipidos ectépicos y un ambiente
inflamatorio con aumento de adipoquinas (rev. por Buettner & col., 2007). Estas dietas
suelen contener un 40-60 % de sus calorfas totales en la grasa. En nuestro caso, la
proporcién de calorfas lipidicas proporcionadas por la férmula de cafeterfa es inferior a lo
que es habitual en ese tipo de dietas: alrededor del 25%. El objetivo de esta reduccién era
que el efecto obesigénico no fuera excesivamente intenso, para observar mejor la
influencia que pudiera tener al respecto la condicién previa de subnutricién. Por otra
parte, este tratamiento dietario se prolongé solamente durante 6.5 meses, para que la

duracién fuera larga pero sin que llegaran a aparecer efectos ligados al envejecimiento.

3.2.- Efecto de la realimentacion sobre la ingesta

Las dietas de cafeterfa tienden a producir hiperfagia. Se admite que ello se debe a
su caracter hiperlipidico, puesto que las grasas suprimen menos el apetito que los
glicidos, tanto durante la ingesta como en los intervalos entre comidas (Warwick &
Weingarten, 1995); ademds, las dietas hipercaldricas inducen resistencia frente a los
efectos saciantes de la colecistoquinina (Savastano & Covasa, 2005). A pesar de ello,
hemos visto que las ratas controles transferidas a la dieta de cafeterfa redujeron su
ingesta, en términos ponderales. Esta consecuencia la han descrito también otros autores
(Estrany & col,, 2011); de hecho, no es infrecuente que se produzcan reducciones
similares cuando se administran mezclas hiperlipidicas (cuya composicién, por otra
parte, es muy heterogénea); en esos casos se deduce que la combinacién de ingredientes
resulté ser menos palatable. Probablemente, esto es lo que ocurrié con nuestra férmula
de cafeterfa: fue menos apetecible para las ratas que el pienso estandar, un resultado que
no habfamos previsto. Sin embargo, un hecho notable fue que las ratas controles
sometidas a esa dieta ajustaron de manera espontanea su ingesta en calorfas, de modo
que ésta se igual6 a la ingesta de las ratas que estuvieron permanentemente sometidas al
pienso comercial. En cambio, la ingesta calérica de comida de cafeterfa efectuada por las
ratas previamente subnutridas fue muy superior a la de las controles, lo que indicaba que
este grupo de animales experimenté hiperfagia; mas adelante se describirdn una serie de

cambios hipotaldmicos que pueden explicar ese comportamiento alimentario.



3.3.- Efecto de la realimentacion sobre el peso y otros parametros
antropométricos

Las ratas controles transferidas a la férmula de cafeterfa aumentaron de peso mas
que los animales que comian pienso; su indice de masa corporal y su didmetro abdominal
también se incrementaron, superando significativamente los valores controles. Estos
resultados demuestran el cardcter obesigénico de esa dieta. No obstante, la ganancia
ponderal no fue tan marcada como la que se describe en otros modelos experimentales
en los que se utilizan dietas con una proporcién de calorfas lipidicas superior a la que
aqui se ha aplicado (Martire & col., 2013). Ello es coherente con el cardcter menos denso
en calorfas de nuestra férmula de cafeterfa, segtin se ha indicado antes. Por lo tanto, en
las ratas controles esta férmula ejercia un efecto obesigénico moderado. No indujo
cambios en la longitud corporal; las ratas cesan ese tipo de crecimiento a partir de los

dos meses, aproximadamente (Thomas & col., 2000).

La transferencia a la dieta de cafeterfa de las ratas con antecedentes de
subnutricién tuvo consecuencias marcadas sobre el peso: éste experimenté un
incremento répido durante una etapa inicial y, a continuacién, progresé mas lentamente.
Al final, a pesar de que con respecto al peso de partida el incremento fue mayor que en
las ratas controles, las subnutridas no lograron igualar el peso de esos animales. Aunque
no podemos saber si la prolongacién de la dieta de cafeterfa habria permitido ese logro,
lo més probable es que no hubiera ocurrido asf, teniendo en cuenta que la subnutricién,
seglin este modelo experimental, es severa y conlleva un importante retraso del
crecimiento. En seres humanos que experimentan dicho retraso y deben ser
realimentados, las etapas en las que ocurren ambas circunstancias y su intensidad son
circunstancias decisivas en cuanto a la capacidad de rehabilitacién y normalizaciéon del
peso, lo que se conoce como “catch-up”. Se trata de una cuestién todavia problemdtica
para los neonatélogos y pediatras. De hecho, el uso de re-nutriciones “agresivas” para
rehabilitar el peso de nifios con retraso del crecimiento es controvertido, porque implica
riesgos a medio y largo plazo, como se explica en una reciente revisién (Jee & col., 2014).
Por ejemplo, los nifios con subnutricién intrauterina que logran el “catch-up” hacia los
dos afios de vida pueden experimentar un incremento de la grasa central (Ong & col.,,

2000).

Las ratas previamente subnutridas y rehabilitadas con la férmula de cafeteria

llegaron a igualar el peso de las controles bajo pienso ad libitum de la misma edad; por lo



tanto, en cierto modo lograron el “catch-up”. Sin embargo, como es evidente, ese peso no
las define como ratas obesas. Otros pardmetros antropométricos, como el indice de masa
corporal, o el de Lee, también muestran que la dieta de cafeterfa no indujo obesidad en
estos animales. Su didmetro abdominal experimenté un fuerte incremento debido,
probablemente, a una expansién de la grasa visceral, como se discutird después. Como se
ha sefialado antes, el severo retraso del crecimiento que experimentan estos animales y
el cardcter s6lo moderadamente hipercalérico de la dieta de cafeterfa influyen
decisivamente en este resultado. A pesar de ello, en las ratas con precedentes de
subnutricién dicha dieta tuvo un impacto particular sobre la proporcién y distribucién
del tejido adiposo blanco, la lipemia y los depésitos de grasa ectépica, impacto muy
diferente al que tuvo sobre las ratas controles. Ello indica que la subnutricién previa

agrava las influencias patolégicas de esa dieta.

3.4.- Efecto de la realimentacion sobre la grasa visceral y subcutanea

Como cabfa esperar, la dieta de cafeterfa indujo un aumento de la masa total de
grasa corporal en todas las ratas transferidas a esa férmula. Sin embargo, considerando
ese incremento en funcién de la cantidad de grasa que tenfan antes de la transferencia, el
cambio fue muy superior en los animales que habfan estado previamente subnutridos.
Ello indica que el efecto adipogénico de la férmula hiperlipidica estaba potenciado por
los antecedentes de subnutricién. La exposicién a esa férmula también aumenté el
depdsito graso especificamente visceral, en ambos grupos de ratas. Pero, de nuevo, ese
efecto fue mucho mas intenso en las subnutridas si se considera no la cifra total, sino la
proporcién relativa al contenido previo. De hecho, la proporcién de grasa visceral de las
ratas controles respecto del total corporal no fue modificado por la dieta de cafeterfa; en
cambio, en las subnutridas la proporcién de grasa visceral experimenté un fuerte
incremento. Por otra parte, la subnutriciéon indujo un aumento de la proporcién de grasa
subcutdnea en relacién con la cantidad global; por el contrario, tras proporcionar a las
ratas restringidas la dieta de cafeterfa, ese pardmetro relativo disminuyé hasta igualarse

al dato control.

Los resultados anteriores, referentes a los contenidos de grasas especificamente
visceral y subcutdnea frente al total, pueden resumirse asi: en las ratas controles esos
contenidos no experimentaron modificaciones después de ser transferidas a la dieta de
cafeterfa; en cambio, en las ratas que habfan sido previamente subnutridas, la

transferencia implicé un aumento proporcional de la grasa visceral y una reduccién de la



subcutdnea. Se trata de una consecuencia notable, dado el papel etiopatogénico que
desempefia la grasa visceral en la obesidad. Este tipo de grasa, localizado en la zona
abdominal, es metabdlicamente mas activo que la subcutanea, produce mas citoquinas y
puede inducir insulino-resistencia (Carr & col.,, 2004). Confiere riesgo de alteraciones
metabdlicas, cardiovasculares (Rodriguez & col., 2007) y neoplasicas (Donohoe & col,,
2011). Se ha sefalado, incluso, que la adiposidad visceral podria disminuir la capacidad
cognitiva en personas jévenes (Yoon & col., 2012). En consecuencia, nuestros resultados
sugieren que la subnutricién previa podria agravar las secuelas de una dieta
hiperlipidica, a pesar de que por ser s6lo moderadamente obesigénica, esa dieta no llegue
a promover obesidad propiamente dicha. La ausencia de esta consecuencia debe estar
asociada al hecho de que la subnutricién severa ocasiona una reduccién importante del
crecimiento. En todo caso, se sabe que una dieta rica en grasa puede tener repercusiones
negativas (por ejemplo: vasculares y cardfacas) incluso sin llegar a inducir obesidad

(Aubin & col., 2008).

3.5.- Efecto de la realimentacion sobre la lipemia y la grasa ectopica

Las ratas subnutridas de 70 dfas presentaban una baja concentracién de
triglicéridos séricos y, sin embargo, eran hipercolesterolémicas en comparacién con sus
controles. En pacientes con anorexia nerviosa se han encontrado niveles altos de
colesterol, pese a su restriccién nutricional, y se ha sugerido una posible alteraciéon del
metabolismo de dicho esteroide (Feillet & col., 2000). Al prolongar la restriccién hasta
los 9 meses, el colesterol plasmatico se normalizé, aunque los triglicéridos
permanecieron muy reducidos. Mas importante es el hecho de que la dieta de cafeterfa
promoviera un incremento de la concentracién sérica de ambos lipidos en las ratas
subnutridas sin modificar los correspondientes niveles en las controles; ello demuestra
que esa férmula posee un efecto dislipidémico especialmente marcado cuando hay
antecedentes de subnutricién. Es bien sabido que las dietas hipercaléricas suponen un
riesgo de dislipemia, tanto en humanos como en roedores (Akiyama & col., 1996;
Sumiyoshi & col.,, 2006); la ausencia de efectos al respecto en las ratas controles
observada en este trabajo vuelve a poner de manifiesto el caricter sélo moderadamente

hipercalérico de nuestra térmula de cafeteria.

El tejido que almacena mayor cantidad de lipidos es el adiposo. Pero también
pueden acumularse en otros tejidos (sobre todo los triglicéridos), especialmente en

higado, musculo y corazén, forméndose depdsitos denominados “ectépicos”. Esas gotitas



de grasa se localizan en el citoplasma y pueden provocar disfunciones celulares,
tenémeno designado como lipotoxicidad (Schaffer, 2003). La nutricién representa un
papel importante en dicho fenémeno. Asi, la obesidad constituye un claro factor de
riesgo para la formacién de depésitos ectépicos (van Herpen & Schrauwen-Hinderling,
2008). La subnutricién indujo el fenémeno opuesto: una reduccién de la cantidad de
triglicéridos almacenados en el higado. En este sentido se sabe que la esteatosis asociada
a la obesidad puede ser revertida mediante restriccién caldrica (Tiikkainen & col., 2003),
un hecho coherente con ese resultado. Por el contrario, las dietas hiperlipidicas
incrementan el depésito lipidico hepatico, tanto en roedores (Samuel & col., 2004) como
en humanos (Westerbacka & col., 2005). En nuestro caso, la transferencia a la férmula de
cafeterfa no indujo esteatosis en las ratas controles pero incrementé muy marcadamente
la concentracién de triglicéridos en el higado de los animales previamente subnutridos.
De nuevo estos resultados muestran la vulnerabilidad incrementada asociada a la
subnutricién en cuanto a ese efecto negativo de la dieta hiperlipidica, a pesar de que la

densidad calérica de la férmula utilizada no era exageradamente alta.

La acumulacién de triglicéridos en el higado constituye un factor de riesgo per se
para algunas de las alteraciones caracterfsticas del sindrome metabdlico, en particular la
insulino-resistencia. Se ha visto que ese riesgo es independiente de la adiposidad global o
visceral (Wicklow & col., 2012). Por lo tanto, la esteatosis de las ratas subnutridas-
realimentadas, al margen de los efectos de esa doble pauta sobre su adiposidad, es un
resultado claramente indicativo del efecto amplificador de la subnutricién sobre las
consecuencias de una dieta hiperlipidica. En seres humanos existe una correlacién entre
la cantidad de grasa ectdpica y sus efectos sobre la sensibilidad a la insulina, aunque no
se trate de personas obesas (Wicklow & col., 2012). Serfa una situacién comparable a la

que aquf se produce en las ratas subnutridas-realimentadas.

En este trabajo no se han evaluado marcadores indicativos de dafio hepdtico,
como las clésicas alanina aminotransferasa o aspartato aminotransferasa. Sin embargo,
algunos autores han demostrado la existencia de una correlacién entre la concentracién
de 4cido urico en el higado y el dano hepético asociado a esteatosis no alcohdlica
(Sanchez-Lozada & col., 2010). Nosotros hemos encontrado que el acido trico hepatico
estd disminuido en las ratas subnutridas pero se incrementa por encima de los valores
controles cuando se transfieren a la dieta de cafeterfa, lo que sugiere un dafio hepético en

estos animales que no parece producirse en los controles sometidos a esa dieta.



En el miusculo existen, espontaneamente, depésitos de microgotas lipidicas. Se
ubican en el citoplasma de las fibras, préximos a las mitocondrias; ello sugiere que esos
lipidos se utilicen como fuente de energfa, especialmente cuando se realiza un ejercicio
intenso (van Herpen & Schrauwen-Hinderling, 2008). El entrenamiento fisico induce un
aumento fisiolégico de esos depdsitos (Schrauwen-Hinderling & col, 2003). Pero
también se incrementan en situaciones patolégicas, lo que conduce a insulino-resistencia
en el tejido muscular, como se revisa en una reciente publicacién (Zhang & col., 2013).
Nuestros datos muestran un extraordinario aumento de los triglicéridos contenidos en el
musculo esquelético de las ratas subnutridas y realimentadas con la dieta de cafeterfa, sin
que ese mismo efecto aparezca en las controles. Recientemente, Romero & col. han
descrito un incremento del depésito ectépico de lipidos en el gastrocnemius de ratas que,
sin previa subnutricién, se someten a una férmula de cafeterfa; sin embargo, la densidad
calérica de esa férmula estd muy por encima de la aplicada en este trabajo (Romero &
col., 2014). De modo comparable, Chen & col (2011) han encontrado que una dieta
hiperlipidica tras subnutricién provoca un aumento de los lipidos musculares; pero, de
nuevo, las calorfas de origen lipidico de esa dieta son més de dos veces superiores a las
que contiene nuestra férmula de cafeterfa. En ese contexto, nuestros resultados
confirman que la subnutricién previa aumenta la susceptibilidad de padecer depésitos de
lipidos ectdpicos en el musculo, incluso con una dieta s6lo moderadamente hipercalérica,
la cual sin embargo es claramente insuficiente para inducir esa consecuencia cuando no
hay antecedentes de subnutricién. Algunos autores han sugerido recientemente que la
tacilidad para acumular lipidos ectépicos (e incluso la lipotoxicidad derivada de ello)
tormarfa parte de la “programacién fetal” (Pruis & col.,, 2013). En esa linea podrian
considerarse los resultados de Fainberg & col. (2013), que han visto que en ovejas que
padecieron subnutricién intrauterina y mds tarde fueron convertidas en obesas,
aumentaron los depésitos grasos en los rifiones (junto con otras alteraciones), lo que no
ocurrié en ovejas que no experimentaron malnutricién precoz. Se dirfa que esas

alteraciones renales quedaron “programadas” por el status de subnutricién precoz.

3.6.- Insulina: niveles séricos y sensibilidad global

La subnutricién estd asociada a hipoinsulinemia, como se ha visto en este y otros
trabajos (Gavete & col., 2002; Escriva & col., 1992). La causa principal es una reduccién
de la masa de células B (Martin & col,, 1997). Paraddjicamente, observamos que al

prolongar la subnutricién la insulinemia aumenté, hasta alcanzar el valor control. Este



hecho inesperado deriva, probablemente, de la capacidad regenerativa de las células f3,
puesta de manifiesto en ratas adultas subnutridas (Fernandez & col., 2006). Cuando esos
animales fueron sometidos a la dieta de cafeterfa, la insulinemia disminuyé; este efecto
podria deberse a la hiperleptinemia suscitada por dicha dieta (que comentaremos en la
siguiente seccién), ya que la leptina inhibe la expresién de la insulina (Ahima & col,,
1998). La falta de respuesta por parte de las ratas controles podria deberse a una menor

sensibilidad de éstas a la hormona.

Los resultados obtenidos en los experimentos de “clamp” confirman que la
subnutricién aumenta la sensibilidad a la insulina, un efecto obtenido previamente por
muchos autores (Dean & col., 1998; Okitolonda & col., 1987). Al someter a las ratas a la
dieta de cafeterfa se produjo una reduccién de la sensibilidad, tanto en las ratas
previamente subnutridas como en las controles; este resultado confirma un hecho bien
establecido: que las dietas hipercaldricas promueven insulino-resistencia. Se sabe, en
efecto, que ese tipo de comida ingerido en exceso y con caricter crénico es un factor
decisivo para que se desarrollen las caracteristicas fenotipicas propias del sindrome
metabdlico, entre las que destaca la indicada resistencia, como se ha revisado
recientemente (Weickert, 2012). Un resultado destacable es que la pérdida de
sensibilidad experimentada por las ratas subnutridas es muy superior a la que se produjo
en las controles. Probablemente ello se relaciona con el hecho de que la respuesta
hormonal inicial (antes de la transferencia a la dieta de cafeterfa) también es mucho mas
alta. Pero, en todo caso, merece destacarse que un episodio de subnutricién previo
determina que la magnitud del descenso en la insulino-sensibilidad tras una dieta

hipercalérica esté incrementada.

La insulino-resistencia esté relacionada con alteraciones en la via de sefalizacién
de la hormona, debidas a su vez al fenémeno de lipotoxicidad asociado a los depdsitos de
grasa ectdpica. Esta grasa deprime la respuesta hormonal por medio de una serie de
mecanismos hoy muy investigados, como: acumulacién de ceramida, aumento del diacil-
glicerol y de la actividad de la PKC, etc. (revisado recientemente por Borén & col., 2013).
En el caso de las ratas controles, la disminucién de insulino-sensibilidad no se produce
con un aumento concomitante del depdsito ectépico de lipidos. Por ello, cabe sospechar
que los mecanismos que inducen la resistencia de estos animales sean de otra naturaleza.
Se puede sugerir, por ejemplo, que esa resistencia estuviera relacionada con algunas
citoquinas, ya que la masa global de tejido adiposo (en donde éstas se originan) también

estd expandida en estas ratas.



3.7.- Efecto de la subnutricion sobre la leptinemia

La leptina presente en la sangre de los roedores lactantes no se genera en su
tejido adiposo, a diferencia de lo que ocurre en la edad adulta, ya que poseen una
cantidad muy limitada de ese tejido. Durante esa etapa la leptina procede de la leche y es
tacilmente absorbida por el estémago (Sanchez & col.,, 2005). Alrededor del dfa 10 de
vida la concentracién sanguinea de esta hormona experimenta un incremento agudo y
transitorio, fenémeno conocido como “ola de leptina” (Ahima & col.,, 1998). En este
trabajo se confirma dicha “ola” en las ratas controles, asi como su ausencia practicamente
total en las subnutridas. De hecho, éstas presentan una hipoleptinemia marcada durante
la segunda semana de vida. Lo mas probable es que ello se deba a una disminucién de la
produccién de leche y/o de leptina por parte de la madre subnutrida; pero no puede
descartarse que, ademads, la subnutricién disminuya la capacidad de absorcién estomacal
de esta hormona. En otros modelos con desequilibrios nutricionales precoces también se
ha visto que la hiperleptinemia caracteristica neonatal estd alterada. Por ejemplo, se
encuentra incrementada en ratas cuyas madres experimentan obesidad inducida por una
dieta experimental (Rajia & col., 2010), mientras que disminuye en animales procedentes

de madres subnutridas (Delahaye & col., 2008).

Hemos observado una marcada hipoleptinemia en las ratas subnutridas cuando
llegan a la edad adulta; ese resultado si que puede ser atribuido al déficit adiposo propio
de esos animales. Cuando se realimentaron con la férmula de cafeterfa se incrementé la
leptina en la sangre en ambos grupos de ratas, controles y subnutridas, en paralelo a la

expansion que experiment6 su tejido adiposo.

Un aspecto muy importante de la leptina en los roedores es que durante su
inmadurez no tiene la funcién de reducir el apetito; su papel principal en esa etapa precoz
consiste en promover el desarrollo de los circuitos hipotaldmicos implicados en la
homeostasis energética. Durante las dos primeras semanas de vida, las neuronas NPY
(véase la seccidén siguiente) proyectan axones desde el ntcleo arcuato hacia el
paraventricular y la leptina es un factor esencial para que se establezcan esas conexiones;
también regula las proyecciones desde las neuronas POMC (secciéon siguiente) hacia
otros nucleos (Bouret & col., 2004). Por ello, el ratén deficitario en leptina presenta
profundas alteraciones en esos circuitos (Ren & Shen, 2010). Yura & col. han demostrado
la existencia de alteraciones en el hipotdlamo de ratones prenatalmente subnutridos, en

los cuales la ola de leptina ocurre prematuramente; mas adelante, esos animales



desarrollan un fenotipo propenso a la obesidad (Yura & col., 2005). De modo paralelo, se
ha visto que la ola de leptina que se produce en ratas procedentes de madres obesas es
excesivamente larga y que estos animales exhiben ulteriormente hiperfagia (Kirk & col,,

2009).

Con respecto al ser humano, existen pocas investigaciones acerca del papel de la
leptina perinatal sobre el hipotdlamo. En la sangre del cordén umbilical los niveles de
esta hormona se correlacionan directamente con el peso a término; tras el nacimiento, la
leptina va declinando progresivamente hasta el sexto dfa de vida postnatal (Matsuda &
col., 1999). Los nifios con retraso del crecimiento intrauterino presentan niveles séricos
de leptina reducidos (Ren & Shen, 2010). En opinién de algunos autores, los efectos de

este factor sobre el hipotdlamo humano inmaduro deben producirse antes del nacimiento.

3.8.- Efecto de la subnutricion sobre péptidos orexigénicos y
anorexigénicos

Dado el papel crucial de la leptina neonatal en el establecimiento de algunos
circuitos neuronales hipotaldmicos y en vista de la profunda hipoleptinemia que
presentan las ratas lactantes subnutridas, podria esperarse que la subnutricién precoz
alterase el desarrollo de los circuitos que participan en la regulacién de la ingesta, o la
expresion de los factores implicados en esa regulacién. El nicleo arcuato del hipotdlamo
contiene dos importantes subpoblaciones de neuronas al respecto: unas expresan
neuropéptidos  orexigénicos, como el NPY, mientras que otras expresan
proopiomelanocortina (POMC) y otros factores anorexigénicos. Nuestros resultados
ponen de manifiesto que las ratas subnutridas presentan un incremento importante del
NPY en la etapa adulta, asf{ como una marcada reduccién de POMC que comienza a
establecerse hacia la mitad de la lactancia. Delahaye & col. ya habfan observado que la
subnutricién durante la etapa perinatal afecta a las neuronas POMC del ntcleo arcuato
de las ratas neonatales (Delahaye & col., 2008). Por lo tanto, nuestros datos demuestran
que las ratas que se han mantenido subnutridas hasta los 70 dfas, presentan unas
alteraciones hipotaldmicas adecuadas para potenciar el hambre y deprimir la saciedad.
Estas alteraciones explican que cuando en esa etapa vital se suministra a estos animales
una dieta de cafeterfa ad libitum la consumen con caracter hiperfigico, como se ha visto
en las correspondientes secciones anteriores. Por otra parte, en la adquisicién de ese
pertil hipotaldmico alterado debe estar implicado de alguna manera el profundo déficit en

la hiperleptinemia fisiol6gica observado en estas ratas.



3.9.- Efecto de la subnutricion sobre la sensibilidad hipotalamica a la
leptina

En el ndcleo arcuato del hipotdlamo se encuentran abundantes receptores de
leptina y por ello es una regién muy sensible a esta hormona, que ejerce profundos
efectos anorexigénicos: activa las neuronas POMC e inhibe las NPY; la consecuencia es
una disminucién del apetito. Los resultados descritos en las secciones anteriores
sugerfan la posibilidad de que la subnutricién, que inducia un perfil hipotaldmico
tendente a la hiperfagia con respecto a las expresiones de NPY y POMC, disminuyese la
capacidad de respuesta de esta regién del SNC a la leptina, potenciando el cuadro
anorexigénico. Para analizar esa posibilidad administramos inyecciones de esta hormona
en el tercer ventriculo y evaluamos los efectos producidos en su via de sefiales. Las
paredes laterales de esa cavidad asi como su zona inferior son limitrofes con el

hipotalamo, de modo que la leptina inyectada en ella accede directamente a este érgano.

Observamos que la leptina estimulé la fosforilacién del receptor ObRb, JAK2 y
STATS en las ratas controles, como era previsible, pero no indujo ninguna de estas
respuestas en las subnutridas. Este resultado indic6é claramente que la subnutricién
estaba asociada a un profundo déficit de sensibilidad hipotaldmica a la leptina. Yura &
col. observaron que la administracién de leptina en ratones adultos que habian
experimentado subnutricién intrauterina no activaba STAT3; sin embargo, en ese caso
la causa era una deficiencia en la transferencia de esta hormona al SNC a través de la
barrera hematoencefélica. En esos ratones, la resistencia a la leptina disminuyé sus
efectos anorexigénicos y propicié la obesidad (Yura & col, 2005). En nuestros
experimentos, la via de acceso de la leptina al SNC obviaba la BHE; en consecuencia, los
resultados demuestran que la subnutricién indujo resistencia a la leptina en las neuronas
hipotaldmicas. Las alteraciones en la leptinemia que experimentan las ratas subnutridas
durante las etapas claves del desarrollo de los circuitos hipotalamicos (discutidas en las
secciones anteriores) deben ser importantes en el establecimiento ulterior de esta
resistencia. En linea con ello, se ha visto que si las acciones postnatales de esta hormona
se bloquean por medio de antagonistas aparece, més tarde, leptino-resistencia, as{ como
propensién a la obesidad (Djiane & Attig, 2008). Se han descrito situaciones de
resistencia central a la leptina en roedores que conducen al desarrollo de obesidad; pero
lo tipico es que se trate de animales hiperleptinémicos (Munzberg & col., 2004; El-

Haschimi & col., 2000).



En las ratas subnutridas también hemos visto que se produce un fuerte
incremento de la concentracién hipotaldmica de SOCS3. Garcfa & col. ya habfan
observado un aumento de la expresiéon de esta proteina en ratas procedentes de madres
subnutridas durante la gestaciéon (Garcia & col., 2010). SOCS3 es un regulador a la baja
de la via de sefiales de la leptina (Starr & col.,, 1997), de modo que este resultado es
coherente con el cuadro de resistencia establecido. Sin embargo, la expresién de SOCS3
estd promovida por la propia leptina, constituye un efecto “feed-back” negativo. En
consecuencia, es dificil explicar porqué aumenta su expresién en coincidencia con una
situacién de resistencia a la hormona. En hepatocitos se ha visto que la expresién de
SOCS3 puede ser inducida por IL-6 (Senn & col., 2002); por otra parte, Desai & col. han
comprobado que la subnutricién precoz estd asociada a un cuadro inflamatorio basal
(Desai & col.,, 2009). Ambos hechos sugieren la posibilidad de que la elevada
concentracién de SOCS3 en las ratas subnutridas esté relacionada con un incremento de

citoquinas inflamatorias en el hipotédlamo.

3.10.- Efecto de la subnutricion sobre la sensibilidad hipotalamica a la
insulina

De acuerdo con lo que se ha comentado en la seccién anterior con respecto a la
leptina, la insulina introducida en el tercer ventriculo también accede inmediatamente a
las neuronas hipotaldmicas; por lo tanto, la inyeccién intra-cerebroventricular permite
un analisis especifico de la capacidad de respuesta de esas células a la hormona.

El incremento de SOCS3 que experimentan las ratas subnutridas (seccién
anterior) podria tener repercusiones sobre la via insulinica, ya que se ha visto que este
tactor, regulador negativo de las citoquinas, también induce la degradacién de los IRSs
en tejidos periféricos (Shi & col.,, 2004). Sin embargo, nuestros datos indican que la
expresion hipotaldmica de los IRSs, asf como la de otras protefnas situadas igualmente
en las primeras etapas de la via de sefales, no fueron afectadas por la subnutricién. La
insulina exégena indujo la fosforilacién del receptor de insulina en los dos grupos de
animales, pero esta respuesta fue mds intensa en las ratas restringidas que en las
controles. Sardinha & col. también encontraron una activacién incrementada de este
receptor en ratas adultas con antecedentes de subnutricién fetal (Sardinha & col., 2006).
En nuestro caso se produjo una paradoja: a pesar de la mayor activacién del receptor
causada por la hormona, el grado de fosforilacién de Akt fue idéntico en las dos

poblaciones de ratas. El hecho més destacable, sin embargo, se refiere a GSK3, un



importante transductor del efecto anorexigénico de la insulina: en los animales
subnutridos, esta hormona no indujo su fosforilacién, una respuesta que sf ocurrié en sus
controles. Este resultado demuestra que la subnutricién causé resistencia central a la
insulina. Otros autores han descrito estados de resistencia hipotaldmica a esta hormona
en fetos subnutridos (Liu & col, 2013), asf como en ratas que desarrollaron obesidad
después de ser sometidas a dietas hipercaléricas, similares a las occidentales (Prada &
col,, 2005). Nuestros datos no explican porqué la insulina no induce la fosforilacién de
GSK3, a pesar de que la hormona promueve la activacién de Akt. Podemos sugerir que
otras kinasas o fosfatasas intervengan en esta falta de respuesta. Por ejemplo, la PKC

también actta sobre GSK3 (Tsujio & col., 2000).

La cantidad de la fosfatasa PTP1B estd muy reducida en el hipotdlamo de las
ratas subnutridas. Ello estd de acuerdo con la intensa activacién del receptor observada
en estos animales tras estimulo insulinico, ya que PTP1B induce la defosforilacién del
receptor (rev. por Tiganis, 2013). Sin embargo, el descenso de PTP1B no es coherente
con el establecimiento de un cuadro de insulino-resistencia. Por el contrario, esas
situaciones suelen coincidir con una mayor expresién de esta fosfatasa (Benzler & col.,
2012). Mas atn: PTP1B también regula a la baja la sefial de la leptina (Zabolotny &
COL,, 2002), la cual -como hemos discutido antes- estd disminuida en las ratas
subnutridas. En consecuencia, la menor concentracién de PTP1B en el hipotalamo de las
ratas subnutridas es un resultado dificil de explicar con los datos de que disponemos.
Podemos sugerir que en situaciones de insulino-resistencia central, esa disminucién
constituirfa una adaptacién destinada a evitar que la pérdida de las respuestas
hormonales se agravase. Se sabe que la activaciéon del receptor de insulina es importante
en procesos de sinaptogénesis y supervivencia celular (Bourdeau & col., 2005), de modo
que su elevada fosforilacién en respuesta a la hormona en las ratas subnutridas podria
tener alguna significacién en aspectos fisiolégicos distintos a los relacionados con el

control de la ingesta.

Nuestros resultados indican que la administracién de insulina tampoco
incrementa el estado de fostorilaciéon de la P70S6K en Thr389 (que induce activaciéon) en
el hipotdlamo de las ratas subnutridas, pero si en sus controles. La estimulacién de esta
kinasa se relaciona indirectamente con uno de los efectos tipicos de la insulina en el
higado: la inhibicién de la produccién de glucosa endégena. A través de la activacién de
P70S6K hipotaldmica, la hormona promueve la apertura de canales de K+ ATP-

dependientes (Ono, 2009); ello, a su vez, estimula una rama del nervio vago descendente



hasta el higado, lo que conduce a una disminucién de la produccién de glucosa. Se trata
de uno de los mecanismos que permiten integrar el hipotalamo y los tejidos periféricos
en la homeostasis glucidica, como recientemente se ha revisado (Carey & col., 2013). La
talta de efecto de la insulina sobre la P70S6K en las ratas subnutridas probablemente
deriva del hecho de que en estado basal ya se encuentra muy fosforilada en esos
animales: en la misma proporcién en que lo esté en los controles después del tratamiento
con insulina. La kinasa mTOR fosforila la P70S6K; sin embargo, el estado basal muy
tostorilado de ésta en las ratas subnutridas no parece causado por una mayor actividad
de mTOR, puesto que no hemos observado diferencias al respecto al compararlas con sus

controles.

Estos resultados sugieren dos cosas: a) en las ratas subnutridas se establece un
estado de resistencia hipotaldmica a la insulina en cuanto a la activacién de la P70S6K; b)
por eso mismo, en estas ratas podrian estar produciéndose ya en estado basal los efectos
del nervio vago, frenando la produccién hepética de glucosa. Esto tltimo es coherente
con el hecho de que la subnutricién induce un aumento de la sensibilidad global a la
insulina (seccién 1.5 de la Introduccién), dado que esta hormona actda sobre el higado en
ese mismo sentido, es decir: suprimiendo la produccién de glucosa. En células cultivadas
y en musculo n vivo se ha visto que la activacién de la P70S6K puede conducir a una
fosforilacién del IRS-1 en Ser; ello inhibe la activaciéon de la PISK, siendo un clasico
proceso de retroalimentacién negativa que, en condiciones patoldgicas, puede llegar a
inducir insulino-resistencia (Tremblay & col,, 2007). Sin embargo, nuestros datos
demuestran que la administracién de insulina promueve la activacién de Akt, tanto en
las ratas subnutridas como en las controles. Dado que la situaciéon de Akt en la via es
posterior a los IRSs, esos datos indican que ese mecanismo de desensibilizacién no se ha

producido en el hipotdlamo de las ratas subnutridas.

3.11.- Efecto de la subnutricion sobre las MAPKs en el hipotalamo

En diferentes estudios sobre posibles mecanismos implicados en las resistencias
hipotalamicas a la insulina y leptina se examinan los efectos que podria tener un estado
de inflamacién local, con la produccién de citoquinas y consecuente activacién de sefiales
amortiguadoras de los efectos de esas hormonas (Velloso & col., 2008). Dentro de ese
contexto tiene especial importancia el posible papel de las MAP kinasas. Por ello, en este

trabajo hemos llevado a cabo un primer intento de abordar esta cuestién, analizando



estas protefnas en el hipotdlamo de las ratas subnutridas, dado que presentan resistencia
a la leptina e insulina. Hemos encontrado que la JNK se encuentra mas activada en los
animales restringidos, en situaciéon basal. De modo similar a lo que hemos comentado
para la P70S6K (seccién anterior), este cambio podria tener un efecto depresor sobre los
IRSs, porque la JNK también cataliza su fosforilaciéon en Ser, de consecuencias
inhibidoras. Sin embargo, ya hemos considerado el hecho de que en las ratas subnutridas
la fostorilacién de Akt por la insulina no se encuentra reducida, lo cual permite descartar
una activacioén deficiente de los IRSs. Por otra parte, se sabe que JNK es fuertemente
activada por el estrés del reticulo endopldsmico (Hotamisligil, 2010), condicién que
puede ser inducida por muchos factores ambientales, entre ellos la malnutricién (rev. por
Kitamura, 2013). Asi que nuestros resultados podrian estar indicando que en el
hipotdlamo de las ratas subnutridas se establece una situacién de estrés del reticulo

endoplasmico, posibilidad que mereceria la pena investigar.

En coincidencia con lo que hemos visto para GSK3 y P70S6K, la insulina no
indujo la activacién de ERK en el hipotdlamo de las ratas subnutridas, debido a que su
grado de fosforilaciéon basal ya se encontraba incrementado. Se sabe que en el nicleo del
tracto solitario es necesaria la activacién de ERK por la colecistoquinina para que ésta
suscite sus efectos supresores del apetito (Sutton & col., 2005). El papel de esta kinasa
sobre la regulacién hipotaldmica de la ingesta todavia no estd bien establecido, aunque se
sabe que el ayuno induce su activacién (Ueyama & col., 2004); ello concuerda con la
elevada fosforilacién basal que hemos encontrado en las ratas subnutridas. Por otra
parte, recientemente se ha visto que la estimulacién de ERK por la leptina en los
tanicitos (células gliales que revisten el tercer ventriculo) es necesaria para el transporte
de esta hormona hacia las neuronas, en las que induce sus efectos anorexigénicos; de ello
se ha deducido que la falta de activacién de ERK en esas glias podria causar resistencia a
la leptina (Balland & col.,, 2014). Sin embargo, los tanicitos constituyen una poblacién
celular minoritaria; nuestros datos se han obtenido en el hipotdlamo entero, por ello
pensamos que no reflejan lo que sucede especificamente en esas células. Nikitina & col.
han propuesto que otra funcién del ERK hipotaldmico serfa estimular la secrecién de
vasopresina, hormona antidiurética (Nikitina & col., 2014). Asf que su activacién crénica
en las ratas subnutridas podria estar relacionada con una alteracién de la diuresis. Por
otra parte, esta MAP kinasa interviene, como es sabido, en otras muchas funciones

neuronales: organizacién del citoesqueleto, sinaptogénesis, apoptosis, etc. (Haddad,



2005); asi que nuestros resultados también sugieren alteraciones en alguna de estas

tunciones en el hipotdlamo de las ratas subnutridas.

No hemos encontrado cambios en el estado de fostorilacién basal de p38MAPK
asociados a la subnutriciéon. Se sabe que esta kinasa es activada por el ayuno en algunas
regiones hipotaldmicas, pero no se trata de una respuesta uniforme, ni coincide siempre
con la activacién de ERK (Morikawa & col., 2004). Ello podrfa explicar los distintos
resultados obtenidos entre ambas MAPKs. Por otra parte, la falta de fosforilacién de
p38MAPRK por la insulina en ambas poblaciones de ratas, a diferencia de lo que ocurre
con Akt (en todos los animales) y con P70S6K 6 ERK (en los controles), sugiere que la
activacion de esa kinasa tenga una cinética de estimulacién diferente a la de esas otras

proteinas.

Pensamos que las resistencias hipotaldmicas a la leptina e insulina en las ratas
subnutridas actuardan de manera sinérgica para que sus efectos anorexigénicos en el
hipotdlamo se encuentren fuertemente deprimidos. Ello, junto con el bajo nivel
sanguineo que presentan ambas hormonas, debe ser un factor causal de su hiperfagia y
del desarrollo de su adiposidad visceral. Es importante recordar que todos los resultados
indicativos de la aparicién de esas resistencias, los hemos obtenido en las ratas antes de
ser transferidas a la dieta de cafeterfa. No tenemos datos acerca de la persistencia de
estas alteraciones después de dicha transferencia, aunque sf una importante informacién
indirecta: la hiperfagia que presentan estos animales, en términos de ingesta caldrica.
Sin embargo, el mantenimiento de las alteraciones mas alla de la etapa de restriccién que
las origina es el concepto que subyace en la hipdtesis de la “programacién precoz”.
Recientemente se ha demostrado que una vez que el perfil hipotaldmico ha cambiado
hacia un fenotipo inductor de hiperfagia y obesidad, es dificil readaptarlo mediante
manipulaciones de la dieta (Srinivasan & col.,, 2013). Pensamos que esto es lo que debe
ocurrir en cuanto a los cambios ocasionados por la subnutricién precoz y crénica en el

modelo experimental estudiado en este trabajo.
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VI. CONCLUSIONES






Conclusiones del primer objetivo:

X/
°e

1.1.- La subnutricién precoz genera un cuadro de hipersensibilidad a la insulina y
resistencia al glucagén en el higado de las ratas lactantes.

1.2.- Ese cuadro se opone a la situacién que es caracteristica en esa etapa de
inmadurez, en la que existe insulino-resistencia y deben ser intensos los efectos
del glucagén, para que estén muy activas la glucogenolisis y gluconeogénesis.
Por ello, la subnutricién cursa con hipoglucemia.

1.8.- A pesar de esta alteracién endocrina, el higado de las ratas subnutridas
produce y exporta una elevada cantidad de cuerpos ceténicos, con la consecuente
hipercetonemia.

1.4.- El desequilibrio de estos dos sustratos, glucosa y cuerpos ceténicos, en una
etapa tan vulnerable podrfa interferir en el desarrollo de algunos érganos,

particularmente el SNC.

Conclusiones del segundo objetivo:

2.1.- La subnutricién precoz induce un incremento del contenido de glucégeno
en el cértex de las ratas lactantes; este aumento se produce en los astrocitos, sin
afectar a las neuronas.

2.2.- En las ratas lactantes, la insulina administrada por via intraperitoneal
alcanza rédpidamente el cortex y aumenta el grado de fosforilacién de su receptor.
2.3.- La subnutricién induce un aumento notable en el cértex de la rata lactante
de las formas fosforiladas de las kinasas: GSK3, AMPK, p3sMAPK y JNRK.

2.4.- La subnutricién no parece afectar significativamente la tasa apoptética
cortical durante la lactancia: no altera el equilibrio entre factores apoptéticos y

antiapoptéticos ni la caspasa 3 activa.
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Conclusiones del tercer objetivo:

K/
£ %4

*

*

3.1.- En el hipotdlamo de ratas adultas precozmente subnutridas se incrementa el
NPY y disminuye el POMC. Al mismo tiempo, aparece resistencia a dos
hormonas anorexigénicas: insulina y leptina. Todas estas alteraciones conducen a
una situacién de hiperfagia.
3.2.- La subnutricién disminuye la leptina sérica. Es muy destacable una
profunda reduccién de la hiperleptinemia fisiolégica propia de la lactancia. Dado
el papel de la leptina sobre la maduracién del hipotdlamo, las alteraciones de éste
asf como la consecuente hiperfagia parecen estar relacionadas con el déficit
precoz de esta hormona.
3.3.- Una dieta moderadamente hiperlipidica no llega a ser obesigénica para las
ratas con un antecedente de subnutricién severa. Sin embargo, tiene varias
consecuencias patolégicas que no se producen o son menos intensas en las ratas
sin restriccién nutricional previa. Esas consecuencias son:

a) aumento de la proporcién especifica de grasa visceral.

b) hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.

c¢) depésito ectépico de triglicéridos en higado y musculo esquelético,

junto con un aumento del acido trico hepatico.

d) disminucién de la sensibilidad global a la insulina, en una proporcién

mucho mayor que en ausencia de subnutricién previa.
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Developing brains are vulnerable to nutritional insults. Early under-
nutrition alters their structure and neurochemistry, inducing long-term
pathological effects whose causal pathways are not well defined.
During suckling, the brain uses glucose and ketone bodies as sub-
strates. Milk is a high-fat low-carbohydrate diet, and the liver must
maintain high rates of gluconeogenesis and ketogenesis to address the
needs of these substrates. Insulin and glucagon play major roles in this
adaptation: throughout suckling, their blood concentrations are low
and high, respectively, and the liver maintains low insulin sensitivity
and increased glucagon responsiveness. We propose that disturbances
in the endocrine profile and available plasma substrates along with
undernutrition-related changes in brain cortex capacity for ketone
utilization may cause further alterations in some brain functions. We
explored this hypothesis in 10-day-old suckling rats whose mothers
were severely food restricted from the 14th day of gestation. We
measured the plasma/serum concentrations of glucose, ketone body,
insulin and glucagon, and hepatic insulin and glucagon responses.
Undernutrition led to hypoglycemia and hyperketonemia to 84% (P <
0.001) and 144% (P < 0.001) of control values, respectively. Liver
responsiveness to insulin and glucagon became increased and re-
duced, respectively; intraperitoneal glucagon reduced liver glycogen
by 90% (P < 0.01) in control and by 35% (P < 0.05) in restricted.
Cortical enzymes of ketone utilization remained unchanged, but their
carrier proteins were altered: monocarboxylate transporter (MCT) 1
increased: 73 £ 14, controls; 169 * 20, undernourished (P < 0.01;
densitometric units); MCT?2 decreased: 103 = 3, controls; 37 = 4,
undernourished (P < 0.001; densitometric units). All of these
changes, coinciding with the brain growth spurt, may cause some
harmful effects associated with early undernutrition.

monocarboxylate transporter; glucose transporter

SOME INSULTS DURING CRITICAL phases of development can have
long-term consequences. This fact has led to the concept of the
developmental origin of adult disease (5). The nutritional status
of the mother constitutes one of the main factors affecting the
development of children. Long-term consequences of exposure
to perinatal severe undernutrition, such as those that occurred
in the Dutch Hunger Winter and Chinese famine, are currently
being investigated. These studies show that this condition is
associated with increased prevalence of pathologies like coro-
nary diseases, diabetes, and mental disorders in adulthood (30,
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37, 49, 52). Studies in animal models have indeed shown that
early undernutrition has an impact on the development pro-
gramming of immature mammals, causing permanent dysfunc-
tion of specific tissues. The brain has much relevance in this
regard. Since the mid-1960s, undernutrition endured early in
life has been known to affect central nervous system develop-
ment, causing impairment in brain functions, which may be
irreversible and lead to clinical disease (15). However, in most
cases, the physiological/biochemical mechanisms involved are
still not fully defined (56). Most studies in this area have
examined the consequences of early undernutrition on off-
spring into adulthood. However, the period in which tissues
grow is of particular importance.

Milk is a high-fat low-carbohydrate food, and the glucose it
provides is inadequate for the developing brains of newborn
rats and humans (10, 24). Moreover, energy metabolism in the
brain during suckling relies to a large extent on ketone bodies,
which are also used as precursors for various compounds (44).
A number of essential adaptations in hepatic metabolism dur-
ing suckling are required to cover substrate needs. The liver
carries out /) intense gluconeogenesis, to meet the glucose
needs of organs, and 2) active fatty acid oxidation, to stimulate
gluconeogenesis and enable active ketogenesis. These adapta-
tions are mainly directed by insulin and glucagon (47). During
the suckling period of species such as rats and humans, plasma
insulin and glucagon concentrations are low and high, respec-
tively; therefore, the insulin-to-glucagon ratio remains low
(23). Changes to this balance can result in alterations in
available substrates, and these hormone-substrate alterations
may have an impact on the development of immature mammals
(25). Significant disturbances in the biological effects of these
hormones may also result from changes in liver responsive-
ness.

We developed a rat model of severe food restriction during
the last week of gestation, which was prolonged into adulthood
(18). This model is an approach to situations in which human
beings have experienced severe famines. Undernourished rats
underwent (-cell failure (39, 40), leading to chronic hypoin-
sulinemia (18, 39). Surprisingly, these rats were not glucose
intolerant since they experienced increased insulin sensitivity
in adipose tissue, skeletal muscle, and heart (3, 18, 22).
Recently, we reported that suckling-restricted pups showed
enhanced amounts of cortical glycogen, which were confined
to astrocytes, in combination with increased GLUT-1 (38).
Both results prove the occurrence of alterations in this brain
area of undernourished pups.

Only a few reports have explored the effects of early
undernutrition on the liver’s ability to respond to hormones that
control the availability of metabolic substrates. The main goal

http://www.ajpendo.org
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of this study was to investigate the effects of this restriction on
the endocrine and substrate profiles during suckling. Our key
findings support the view that early undernutrition alters
plasma insulin and glucagon levels, as well as the availability
of circulating glucose and ketone bodies. This condition in-
duces opposite changes in the hepatic response to both hor-
mones, causing the liver of undernourished suckling rats to
experience a situation that is in sharp contrast to what would
normally be appropriate for this period, namely low insulin
sensitivity and high glucagon responsiveness. In addition,
specific monocarboxylate transporters are altered in the cortex
by undernutrition. We suggest that all of these changes may be
causative in regard to long-term consequences.

MATERIALS AND METHODS

Animals, diets, and hormone treatments. Wistar rats bred in our
laboratory were used. Animals were fed a standard laboratory diet.
Two groups of rats were studied. One consisted of pups from severely
undernourished dams (n = 15) with 65% food restriction during the
last week of gestation and lactation. Controls were pups whose
mothers (n = 15) were given access to food ad libitum. Other
characteristics of this experimental model have been previously de-
scribed in detail (18). We observed no differences in the number of
rats born or the survival when comparing both groups of animals. The
number of pups in each litter was evened to eight. Only females were
selected, to rule out potential effects due to gender differences. They
were studied at age 10 days. To avoid biased results due to the
peculiarity of a given litter, we have randomly selected only one pup
from each litter (control or undernourished) to form the analyzed
groups. The pups were killed by decapitation without anesthesia,
blood was harvested from the trunk, and plasma was stored at —80°C.
The liver was quickly removed and freeze-clamped in liquid N». The
brains were also rapidly dissected, and cerebral cortexes were har-
vested and immersed in N». Liver and cortexes were kept at —80°C
until assayed. In a set of experiments, conscious pups were given an
intraperitoneal injection of insulin (5 IU/kg, Actrapid; Novo, Copen-
hagen, Denmark) or saline and killed 15 min after injection. Other
groups of rats were anaesthetized with pentobarbital (2 mg/100 g body
wt), the abdominal cavity was exposed, and glucagon was injected
into the cava vein with the proximal end toward the liver (2 pg/g body
wt, in 40-90 .l solution, over 15- to 25-s period, GlucaGen Hypokit;
Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark). A gauze pad was placed over
the exposed abdomen and kept moist with saline. At different times
(as indicated in Figs. 1-5), blood was collected from the tail. At the
end of experiment, the pups were killed, and the liver was harvested,
as indicated above. All animals were handled in accordance with the
principles and procedures of and were approved by The Committee
for Animal Experimentation of the Universidad Complutense, Ma-
drid.

Analytic procedures. Plasma insulin was determined with a rat
insulin RIA (Linco Research, St. Louis, MO), with rat insulin for the
standard curve. Sensitivity of 0.1 ng/ml was achieved with overnight
equilibrium using a 100-pl plasma sample. Serum glucagon was
determined with a glucagon RIA (Linco Research). Sensitivity of 20
pg/ml was achieved using a 100-pl serum sample in a 2-day disequi-
librium assay. The coefficients of variation within and between assays
were 10%. Blood or serum glucose was determined using an Ac-
counted Glucose Analyzer (Roche) or by a glucose oxidase method,
respectively. Blood 3-hydroxybutyrate and acetoacetate were deter-
mined in Cl1O4H neutralized deproteinized extracts (58). Total ketone
bodies are expressed as the sum of the concentrations of 3-hydroxy-
butyrate and acetoacetate. For determination of metabolites, liver
frozen samples were extracted with 6% cold CIO4H and centrifuged.
The supernatant was neutralized with 0.6 M KOH and used to
quantify 3-hydroxybutyrate, acetoacetate, lactate, and pyruvate (58).
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Glucose was analyzed by the glucose oxidase method. Glycogen
content was quantified according to Belke et al. (6); glucose resulting
from enzymatic hydrolysis was quantified by the glucose oxidase
method.

Crude mitochondria preparations. Frozen liver and brain cortex
samples were homogenized with a Teflon pestle in sucrose-Tris buffer
(10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.25 M sucrose, and 0.5 mM EDTA) at 4°C
and centrifuged at 600 g for 10 min. The supernatants were then
centrifuged at 15,000 g for 10 min. The resulting supernatants were
discarded, and the mitochondrial pellets were resuspended in the
buffer and sonicated. These preparations were used for the spectro-
photometric analysis of 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, aceto-
acetyl-CoA thiolase, or 3-oxo acid CoA transferase (57). The units of
the enzyme activity are nanomoles of substrate transformed per
minute, and specific activity is expressed as units per milligram
protein. Protein concentration was estimated by the Bradford (12)
method.

Preparation of lysates. Sample tissues were homogenized with a
Polytron in ice-cold lysis buffer, composed of 50 mM HEPES (pH
7.4), 150 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 10 mM sodium pyrophosphate, 10
mM sodium fluoride, 2 mM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40,
2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 mM benzamidine, 10 puM
leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, and 2 mM sodium orthovanadate. The
homogenate was incubated for 60 min at 4°C with gentle stirring and
then centrifuged at 100,000 g for 60 min. The supernatants were
collected, assayed for protein concentration, separated into aliquots,
and stored at —80°C until used.

Western blot analyses. The samples were subjected to SDS-PAGE
on 6.5-10% polyacrylamide gels according to Laemmli (32). Proteins
were then electrophoretically transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) filters (PVDF Protein Sequencing Membrane; Bio-Rad Lab-
oratories, Alcobendas, Spain) for 2 h. After being transferred, the
filters were blocked with 5% nonfat dry milk (for general antibodies)
or with 3% BSA (for anti-phosphotyrosine antibodies) in Tris-buff-
ered saline (TBS) followed by incubation with primary antibodies
overnight. The PVDF filters were next washed four times for 10 min
each time with TBS and 0.1% Tween 20, followed by 1 h incubation
with appropriate secondary antibody conjugated to horseradish per-
oxidase (Sigma). The PVDF filters were then washed as indicated
above and subsequently exposed to an enhanced chemiluminescence
reagent (Amersham Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire,
UK). The bands were quantified by laser scanning densitometry
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). The presence of linearity
between the time of X-ray film exposure and the optical density of the
bands was initially ensured. Protein loading was assessed by reprob-
ing the blots with mouse anti-rat (3-actin.

Immunoprecipitation. Lysates containing 500—1,000 pg proteins
were immunoprecipitated overnight at 4°C with gentle rotation in the
presence of 2-5 g of the corresponding primary antibody, followed
by the addition of protein A-agarose (Roche Diagnostics, Indianapo-
lis, IN) or antimouse IgG-agarose (Sigma BioSciences, St. Louis,
MO) for the rabbit polyclonal and mouse monoclonal antibodies,
respectively. After being mixed for 2 h, the pellets were collected by
centrifugation, and the supernatants were discarded. Next, the pellets
were washed and saved for Western blot analysis.

Phosphatidylinositol 3-kinase assay. To determine the basal and
insulin-stimulated phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase), ali-
quots of liver lysates from basal and insulin-treated rats containing 1
mg protein were immunoprecipitated with anti-insulin receptor sub-
strate (IRS)-2 polyclonal antibody (Millipore, Temecula, CA). Immu-
nocomplexes were collected with protein A-agarose (Roche Diagnos-
tics). PI 3-kinase activity was assayed by phosphorylation of phos-
phatidylinositol with [3?P]JATP (Amersham International). The
radioactive phosphorylated phosphatidylinositol was analyzed and
quantified using previously described procedures (55).

Antibodies used. The following antibodies were used: anti-MCT?2,
anti-phosphotyrosine, anti-glucagon receptor (Santa Cruz Biotechnol-
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Table 1. Body, liver, and brain weights and circulating
glucose, ketone body, insulin, and glucagon in
undernourished and control 10-day-old rats

Control Undernourished
Body wt, g 21.8 £0,7 12.3 £ 0.2%%*
Liver wt, g 0.621 = 0.015 0.347 = 0.005%**
Liver/body, % 2.84 = 0.07 2.75 £ 0.04
Brain wt, g 0.745 = 0.006 0.613 = 0.005%**
Brain/body, % 3.33 £ 0,07 497 + 0.11%**
Plasma glucose, mg/dl 153 =4 128 & 3#**
Blood ketone body, wmol/ml 0.83 £0.07 1.20 £ 0.11%%*
Plasma insulin, ng/ml 0.87 = 0.14 0.29 *= 0.06%**
Serum glucagon, pg/ml 128 = 12 48 &= 2k

Values are means * SE of 6-8 independent determinations. **P < 0.01 and
P < 0.001.

ogy, Santa Cruz, CA), anti-GLUT-1, anti-GLUT-2, anti-insulin recep-
tor, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-MCT1, anti-MCT4 (Millipore), anti-
protein kinase B (Akt), anti-phospho-Akt, anti-phospho-glycogen
synthase kinase (GSK) 3 o/f3, anti-phospho-p70 S6K, anti-glycogen
synthase (GS), anti-glycogen phosphorylase (GP) (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA), anti-p85a and anti-p85f3 regulatory sub-
units of PI 3-kinase (ABCAM, San Francisco, CA), and anti-f-actin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Statistical analysis. Data are reported as means * SE. The differ-
ence between two mean values is assessed with #-test. For multiple
comparisons, significance was evaluated by ANOVA, followed by the
protected least-significance test.

RESULTS

The body and liver of undernourished rats weighed 55% less
than those of control rats; however, brain weight was reduced
by only 18%, and so the brain-to-body mass ratio was signif-
icantly greater for the restricted rats. Serum glucose, plasma
insulin, and serum glucagon concentrations were reduced in
the undernourished rats (15, 65, and 60%, respectively), and
blood ketone bodies were 1.5-fold higher (Table 1). Liver
glucose and lactate contents were decreased by undernutrition,
and the restricted pups had higher hepatic concentrations of
glycogen and ketone bodies (Table 2). We analyzed the activ-
ities of two mitochondrial enzymes involved in ketone body
production and found that liver 3-hydroxybutyrate dehydroge-
nase remained unaffected by undernutrition (86 = 5 vs. 89 *
7, specific activities for undernourished and control groups,
respectively), whereas acetoacetyl-CoA thiolase increased by
roughly 50% in the restricted pups (102 * 5 vs. 69 = 7,
specific activities, P < 0.01).

We analyzed the effects of undernutrition on liver contents
of glucose transporters GLUT-1/2 and found that this condition
led to an increase in both transporters (Fig. 1A). Our results

Table 2. Liver content of glucose, glycogen, lactate,
pyruvate, and ketone body in undernourished and control
10-day-old rats

Control Undernourished
Glucose, mg/g 1.13 £ 0.04 0.57 £ 0.03%**
Glycogen, mg/g 20.5 £ 1.3 33.4 £ 1.3%%%
Lactate, pmol/g 1.23 £0.04 0.72 £ 0.07%**
Pyruvate, wmol/g 0.09 £ 0.01 0.07 £ 0.01
Ketone body, wmol/g 0.88 £ 0.05 1.58 £ 0.09%*%*

Values are means = SE of 6-8 independent determinations. ***P < 0.001.
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Fig. 1. A: glucose transporters (GLUT-1, GLUT-2). B: monocarboxylate
transporters (MCT1, MCT2). C: glycogen synthase and phosphorylase proteins
(GP, GS). Each was measured in the liver of 10-day-old rats. C, control; U,
undernourished. Representative blots are shown on fop. Bars on bottom
represent the densitometric quantification of 6—8 independent determinations.
Black bars, controls; white bars, undernourished. Results are expressed as
means * SE. Differences between control and undernourished: **P < 0.01
and ***P < 0.001.

showed that MCT1, the predominant form in rat livers, was
markedly upregulated by undernutrition, which, however, did
not affect MCT2 (Fig. 1B). We also analyzed the protein
expression of GS and GP, which are key rate-limiting enzymes
of glycogen metabolism. GS protein underwent a large in-
crease in restricted rats, approximately a fivefold increase
above control values, whereas GP was decreased (Fig. 1C).
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We next analyzed several steps in the liver insulin-signaling
pathway. We found no alterations in the content of the follow-
ing proteins: insulin receptor, IRS-1 and «- and B-isoforms of
p835, the PI 3-kinase regulatory subunit (Fig. 2A4). However, we
found that IRS-2 abundance, IRS-2 basal phosphorylation, and
the basal level of IRS-2 associated with insulin receptor were
significantly increased in undernourished rats (Fig. 2B). The
content of Akt, a substrate of PI 3-kinase, and basal phospho-
Akt were upregulated by undernutrition (Fig. 2C). Basal PI
3-kinase activity associated with IRS-2 was very low in the two
populations of rats; however, following insulin stimulation,
this activity increased more in the restricted animals than in the
control animals (Fig. 2D). GSK3, which is implicated in the
regulation of glycogen synthesis, is a downstream target of
Akt. As shown in Fig. 3A, phospho-GSK3, the most abundant
isoform in the liver, was higher in undernourished rats than in
control rats after insulin treatment. We found that insulin
induced an increase in P70 S6 kinase phosphorylation in both
populations of rats, as expected; however, basal levels of
phospho-P70 S6 kinase were already higher in the undernour-
ished rats (Fig. 3B).

B IRS2
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Glucagon receptor content underwent a sharp reduction in
undernourished pups (Fig. 4A). We measured the effects of
intravenous glucagon on glycemia and hepatic glycogen.
Blood glucose increased gradually in control rats during the 30
min following this treatment; however, glycemia only showed
a modest initial tendency to increase in the restricted rats and
after it remained unchanged, under the control values (Fig. 4B).
In terms of liver glycogen content, glucagon caused a large
reduction (90%) in the well-fed animals. In the restricted rats,
whose basal proportion was increased, the reduction promoted
by this hormone was significantly weaker (65%) (Fig. 4C).

We then analyzed the ketone body metabolizing enzymes in
cortical mitochondria from the two groups of rats: 3-hydroxy-
butyrate dehydrogenase, 3 oxoacid CoA-transferase, and ace-
tocetyl-CoA thiolase. When the specific activities were com-
pared, no differences were found: 14 = 1 vs. 12 = 0.5 for
dehydrogenase; 5 = 0.4 vs. 4 £ 0.8 for transferase, and 14 =
2 vs. 16 £ 2 for thiolase, in the control and undernourished
animals, respectively. Finally, we evaluated the effects of
undernutrition on the cortical amount of three monocarboxy-
late transporters and found that this condition upregulated
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MCT1 and reduced the content of MCT?2, without changing
MCT4 (Fig. 5).

DISCUSSION

Characteristics of undernourished rats. There is evidence
that some long-term consequences of early undernutrition are
sex-specific, such as obesity (49) or schizophrenia (52). In the
present work, we have studied only females, so possible gender
differences in the found effects cannot be inferred. At ~10
days of age, the rat brain undergoes a transient growth spurt,
which involves an increase in metabolism and is a period of
enhanced vulnerability. The offspring of rat dams that were
undernourished during the last week of pregnancy and lactation
were restricted in their growth, although the brain was less
affected than the rest of the body (“brain sparing effect”) (35).
To maintain its high growth rate, the developing brain is
supplied with glucose and ketone bodies (14). We found that
the decrease in plasma glucose associated with undernutrition
was accompanied by a rise in ketone bodies, as reported in
models of specific protein restriction (21), showing that this
adaptation is independent of the type of restriction. In adults,
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brain glucose consumption slows down with prolonged fasting,
a condition that enhances cerebral ketone body extraction from
blood. Nevertheless, during immaturity, increased plasma lev-
els of ketone bodies coinciding with hypoglycemia may not
necessarily be beneficial. Thus, an increase of 3-hydroxybu-
tyrate in plasma in rat pups submitted to hypoglycemic coma
worsened their recovery (51). In addition, ketosis can alter the
transport of amino acids across the blood-brain barrier (BBB)
(60). Glucose and ketone bodies play complementary roles in
the brain, and both are used for energy production. Glucose
also provides precursors for neurotransmitter synthesis and the
pentose phosphate cycle. In contrast, ketone bodies mainly
serve to generate acetyl-CoA, which is used to synthesize
lipids and amino acids (43). Changes in their availability
during the brain growth spurt may have deleterious impacts on
these pathways.

Insulin and glucagon liver sensitivity. Insulin resistance
during suckling contributes to the high maintenance rate of
hepatic gluconeogenesis. In addition, the low stimulation of
glucose utilization by insulin in peripheral tissues increases its
availability to the brain. Early undernutrition enhances insulin
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Fig. 4. A: glucagon receptor (GR) content in liver from control and undernourished 10-day-old rats. Representative blots are shown. Bars represent the means
* SE for 6-8 independent determinations. Black bars, control; white bars, undernourished. B: plasma glucose levels in the basal condition and after glucagon
injection in control (@) and undernourished ([7]) suckling rats, as described in MATERIALS AND METHODS. Each point represents the mean = SE from 8 independent
determinations. C: glycogen content in the liver of suckling rats in the basal condition and 30 min after glucagon treatment, as indicated in MATERIALS AND
METHODS. Bars represent the means = SE from 8 independent analyses. Filled bars, control; open bars, undernourished. Differences between control and
undernourished and between basal and glucagon-treated: *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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Fig. 5. Monocarboxylate transporter proteins MCT1, MCT2, and MCT#4 in the
cortex from 10-day-old control and undernourished rats. Representative blots
are shown on fop. Bars on bottom represent the densitometric quantifications
of 6—8 independent determinations. Black bars, control; white bars, under-
nourished. Differences between control and undernourished: **P < 0.01 and
kP < 0.001.

sensitivity in extrahepatic tissues, such as muscle and adipose
tissue, in adulthood (16, 18, 27, 45), but the impact of this
restriction on the adult or immature liver has been less fre-
quently addressed. Suckling rats from dams on hypoproteic
diets throughout pregnancy and lactation show increased he-
patic glycogen (21, 26), as found herein in pups from globally
restricted rats, indicating that this response is independent of
the type of restriction. The increased amounts of GLUTs and
GS and the low levels of GP suggest elevated rates of glucose
uptake and glycogen production, which is supported by re-
duced hepatic contents of free glucose and lactate. These
results provide for the first time an explanation of the increased
glycogen associated with early undernutrition. Insulin in-
creases GS and inhibits GP (20, 53). Therefore, considering the
hypoinsulinemia of restricted rats, our findings are consistent
with liver insulin hypersensitivity associated with glucose
metabolism, as previously seen in extrahepatic tissues but
never explored in the liver. Hepatic levels of the insulin
receptor, IRS-1, and the regulatory subunits of PI 3-kinase
were not affected. However, IRS-2 and Akt levels were en-
hanced. In addition, activation of IRS-2-associated PI 3-kinase
was significantly increased in the liver of undernourished rats.
Following insulin treatment, GSK-33 phosphorylation ex-
ceeded the control value. The amount of the phosphorylated
form of p70 S6 kinase was increased in undernourished rats at
baseline. Taken together, these findings support an insulin-
sensitizing effect of maternal food restriction on the liver of
suckling rats. Hepatic IRS-1 and IRS-2 are preferentially
linked to glucose and lipid metabolism, respectively (54).
However, while IRS-1 remained unaltered, the increased gly-
cogen stores in undernourished rats coincided with upregulated
IRS-2, which suggests its involvement in glucose homeostasis
during suckling.

Plasma glucagon levels were very low in undernourished
rats, as reported by others in fetal and suckling rats from
food-restricted mothers (4). Because this hormone decreased in
a similar proportion to insulin, the insulin-to-glucagon ratio
was not altered. However, food restriction strongly reduced the
content of liver glucagon receptors. Ozanne et al. (46) also
reported a decrease in glucagon receptors in the adult male
offspring of dams fed a protein-restricted diet during preg-
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nancy and lactation (46). We found that some in vivo glucagon
responses were significantly diminished in the restricted pups,
a result not previously reported: stimulation of liver glycogen-
olysis was weak, and there was virtually no increase in glyce-
mia. Thus it seems clear that early undernutrition leads to
hepatic glucagon resistance with insulin hypersensitivity.

Liver ketogenesis. Although reduced utilization cannot be
ruled out to explain the hyperketonemia of undernourished
rats, it seems to be primarily attributable to increased hepatic
ketogenesis, as deduced from the elevated liver ketone body
content. The rise in acetoacetyl-CoA thiolase activity is con-
sistent with this proposition. The activation of ketogenesis
takes place despite the reduced supply of milk fat, which
suggests that fatty acid oxidation is increased compared with
esterification. Carnitine acyltransferase I is inhibited by malo-
nyl-CoA, whose major source in the liver is glucose derived
from glycogen (41). Therefore, the blunted glycogenolysis in
the restricted rats should facilitate the diversion of fatty acid
metabolism toward ketone body production.

Insulin and glucagon play major opposing roles in the
control of ketogenesis. This metabolic pathway increases con-
comitantly to low and high liver responses to insulin and
glucagon, respectively, which is the opposite condition set by
undernutrition in the suckling rats. This fact has not been
previously described, to our knowledge. These results show
that an increase in hepatic insulin sensitivity during suckling
does not necessarily prevent high rates of ketone body produc-
tion. Regarding glucagon resistance, it seems that stimulated
ketogenesis associated with undernutrition is derived from
nonglucagon mechanisms (33). It has been shown that cat-
echolamines, which induce lipolysis, have no direct ketogenic
effects on the liver (9). In contrast, glucocorticoids may be
hormones that are directly involved in the activation of keto-
genesis (13). Offspring from protein-restricted pregnant rats
have increased liver expression of glucocorticoid receptors
during suckling and adulthood (8). Moreover, these hormones,
in synergy with insulin, increase both ketogenesis and glyco-
gen synthesis in hepatocytes in vitro (2), two conditions seen in
the liver of the undernourished pups. In any case, this condition
of hyperproduction of ketones along with increased and de-
creased insulin and glucagon actions, respectively, has not
been previously reported.

Because undernutrition induced a rise in MCT1, it seems
likely that the livers of restricted rats develop higher capacities
for exporting ketone bodies. The modulation of MCT1 synthe-
sis is not well understood, but it has been shown that it is
upregulated by peroxisome proliferator-activated receptor-a
activation in fasting (29). It may be the same for restricted
pups.

Ketone body transporters in the cortex. Enzyme activity for
metabolizing ketone bodies remained unaltered in the cortex of
restricted pups. However, the main factor controlling their rate
of utilization is availability (28). Three main MCT forms have
been identified in the central nervous system. The only one
contained by BBB endothelial cells is MCT1, while neurons
coexpress MCT1 and MCT2 and glial cells coexpress MCT1
and MCT4 (42). The cortical content of MCT1 was increased
in undernourished hyperketonemic rats, which is in accordance
with the upregulation reported in brain endothelial cells of rats
on ketogenic diets (36). This adaptation probably contributes to
increase the ketone body uptake by astrocytes surrounding the
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cortical capillaries. MCT2, the exclusively neuronal form (7),
underwent a marked decrease. This reduction may limit the
entry of ketone bodies into neurons, which is perhaps an
adaptation to prevent its buffering capacity from overloading
and the fall of cytosolic pH. Some MCT2 is located in synapses
and undergoes intracellular trafficking (7). Changes in its
expression participate in processes of synaptic plasticity (50).
All of these changes in MCTs of restricted pups, here seen for
the first time, suggest possible consequences as alterations in
synapses. A question arises as to whether the changes in
cortical MCTs may also have an impact on lactate transport,
whose blockade has deleterious effects in vivo (1). In this
regard, it should be noted that MCT?2 has the highest affinity
for lactate (42). Ketone bodies are involved in hypothalamic
control of feeding by insulin and leptin (31). The inhibition of
food intake is blunted in rats that develop hyperketonemia and
high transport rates of ketone bodies across the BBB (19). The
possibility arises that changes in plasma ketone bodies and
cortical MCTs found in immature undernourished rats alter
hypothalamic control of feeding and lead to increased obesity
risk.

According to programming hypothesis, undernutrition dur-
ing immaturity predisposes to disturbances that resemble the
metabolic syndrome (5, 59). Offspring nursed by dams glob-
ally food restricted during part of pregnancy and throughout
lactation, a model close to that studied in this work, present
increased risk of obesity in adulthood (17) and deficiencies in
endocrine pancreas adaptation to gestation (11), showing long-
lasting effects of early undernutrition. On the other hand, a
number of the metabolic/endocrine alterations associated with
the global restriction applied in the present study are compa-
rable to other reported models based on protein restriction, a
similarity that strengthens the importance of specific protein
deficiency on the consequences of early undernutrition.

As stated, one of these consequences is predisposition to
obesity, probably because of changes in the appetite hypotha-
lamic regulatory systems, since they are vulnerable to early
endocrine and metabolic disturbances (48). In fact, early un-
dernutrition can also lead to alterations in brain functions, as
reviewed by Laus et al. (34). The present work shows that
undernourished rats experience hormonal and glucoregulation
alterations that could affect the appetite regulation. Within this
context, we are analyzing the hypothalamus of these animals in
a work in progress. Preliminary unpublished data show mod-
ifications in hypothalamic insulin signaling when these rats
reach adulthood, so we are also testing whether these changes
could increase the risk of obesity.
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Abstract

Exposure to maternal undernutrition during development in-
creases the risk for neurological and cognitive defects. How-
ever, little is known about the underlying mechanisms
involved. Peripheral responses to insulin are increased fol-
lowing food-restriction, thus the possibility arises that brain
insulin actions are affected by undernutrition, causing dam-
ages to the higher cerebral functions. In this study, we
examined the effects of early undernutriton on molecular tar-
gets of insulin actions such as glucose transporters, glycogen,
glycogen synthase kinase-3 (GSK3) and mitogen-activated
protein kinases, as well as proteins involved in apoptosis in
the cortex from 10-day-old rats. We show that undernutrition
results in an enhanced glycogen content which is confined to
astrocytes, according to our histochemical approaches. Cor-

Undernutrition is a worldwide problem affecting a large
segment of the population. When occurring during critical
periods of development it is linked to an increased risk of
several diseases in adult life such as cardiovascular disorders,
insulin resistance and obesity (Gluckman and Hanson 2004).
Both the peripheral and CNSs are also vulnerable to protein-
energy restriction, which results in alterations in several
ontogenic steps of development such as cell proliferation and
migration, synapsis number, dendritic branching, myelina-
tion etc. (Bedi et al. 1980; Chopra and Sharma 1992;
Escobar and Salas 1995). Findings from several studies have
indicated that undernutrition during the fetal and neonatal
stages can lead to potentially irreversible neuropathological
consequences. In animal models, it is well-known that early
undernutrition has repercussions on exploratory behavior
(Almeida et al. 1996) and memory (Tonkiss et al. 2000). In
humans, restricted nutrition increases the risk of psychiatric
and psychosocial disorders, such as depression (Susser et al.
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tical phospho-GSKa3 is also increased. In addition to glycogen
synthesis, GSK3 regulates crucial cellular processes. There-
fore, its elevated degree of phosphorylation may have an
impact on these processes and, consequently, on the cortical
development. Phospho-p38 and both total JNK and phospho-
JNK;, which regulate apoptosis, are reduced following under-
nutrition. However, cleaved caspase 3 is not altered, which
suggests that this condition does not induce extensive modi-
fications to the cortical apoptosis. Thus, our results indicate
that undernutrition gives rise to molecular alterations that may
have repercussions on cerebral cortex development and
functions.

Keywords: cerebral cortex, glucose transporters, glycogen,
insulin, mitogen-activated protein kinase, undernutrition.
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1998), schizophrenia (St Clair ez al. 2005) and aggressive
behavior (Liu and Raine 2006), pathologies in which specific
cortical areas seem to be involved. Electroencephalographic
recordings from severely undernourished infants have shown
abnormalities that suggest impaired maturation of the cortex,
which is the CNS region directly involved in cognitive as
well as executive functions (Hayakawa et al. 2003). How-
ever, studies in humans of whether poor nutrition during
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perinatal periods might cause deficits in learning ability are
not conclusive. Undernourished children are, in general,
economically unfavored, a situation that contributes to
impairment of mental proficiency and masks possible
specific impacts of food-restriction on learning tasks
(Ivanovic et al. 2002).

Contrary to early views, the CNS is sensitive to insulin:
this hormone and its receptors and downstream effectors are
widely distributed in nervous tissue. Brain insulin has diverse
roles, such as regulation of food intake, body weight, energy
homeostasis and reproduction (reviewed by Plum er al
2006). Other functions that insulin exerts in the CNS are not
fully elucidated but receive a lot of attention, such as
implications of this hormone in cognitive functions. Admin-
istration of insulin improves memory and attention (Park
et al. 2000; Kern ef al. 2001). Deterioration of nervous
insulin/insulin receptor actions is associated with clinical
disorders in which the prominent symptom is memory
impairment, such as in patients of Alzheimer’s disease;
furthermore, insulin improves memory and performance in
these patients (Craft 2007). Diabetes mellitus can affect the
CNS in some ways that result in cognitive deficits, although
the pathological mechanisms are still unknown (Awad et al.
2004; Biessels and Gispen 2005).

Undernutrition influences glucose homeostasis: insulin
responses in heart and skeletal muscle are increased by this
condition (Escriva et al. 1992; Gavete et al. 2005). Studies
on the relationship between poor nutrition and insulin
signaling in the CNS are few and, in fact, it is not known
whether a similar adaptation is established in some areas of
immature brain. However, it is conceivable that pathophys-
iological conditions that alter insulin actions in peripheral
tissues might also modify the insulin responses in the CNS.
One of the well-known effects of insulin in liver and muscle
tissue is the activation of signaling pathways that induce
glycogen synthesis. There is evidence that brain glycogen is
also sensitive to insulin (Choi et al. 2003). It is suspected
that brain glycogen may play roles in some higher functions
during development (Gibbs ef al. 2007) but, to the best of
our knowledge, there are no reports on the effects of
undernutrition on glycogen content in the cerebral cortex.

Another signaling pathway stimulated by insulin is that of
mitogen-activated protein kinases (MAPKSs). These protein
kinases are widely distributed in mammalian tissues, includ-
ing the CNS, and they act on various cellular processes such
as differentiation, cell fate and synaptic plasticity (Thomas
and Huganair 2004). Indeed, cerebral MAPKSs are associated
with programmed cell death, because they can influence the
expression and activation of pro-apoptotic and pro-survival
proteins (Mielke and Herdegen 2000). It has been shown that
caloric restriction can modulate basal activity of the MAPKs
pathways in the brain of aged rats (Zhen e al. 1999). The
functions regulated by MAPKs are crucial during brain
development. However, the effects of early undernutrition on
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these protein kinases in the immature cerebral cortex are
largely unknown.

We have developed a rat model of undernutrition based on
food-restriction that begins in the fetal stage and continues
during suckling (Escriva et al. 1992).This model is applied in
the present work. Our study was conducted in a defined brain
structure from suckling rats, the cerebral cortex, and it mainly
focussed on the effects of undernutrition on glycogen,
AMPK, MAPKSs and some proteins directly involved in cell
death/survival. Taking into account that suckling constitutes
a critical period for brain development; our aim is to
investigate the alterations established in the cortex by
restricted nutrition at this vulnerable development stage,
since they may have adverse repercussions in the CNS and
cause long-term functional deficits.

Materials and methods

Animals, diets and insulin treatment

Wistar rats bred in our laboratory with controlled temperatures and
an artificial dark-light cycle (light from 07:00 to 19:00) were used
throughout this study. Females were caged with males, and mating
was confirmed by the presence of spermatozoa in vaginal smears.
Each dam was housed individually from the 14th day of pregnancy.
Food-restriction was established from the 16th day of pregnancy.
Control animals were fed a commercial standard laboratory diet ad
libitum, containing by weight 19% protein, 56% carbohydrate
(starch and sucrose) 3.5% lipid, 4.5% cellulose, a vitamin and
mineral mix, and 12% water. Food-restricted animals were subjected
to the following dietary pattern: pregnant rats received 10 g daily of
the standard food until delivery. Lactating mothers received 15 g
daily of this food during the first week of suckling and 20 g daily
during the next 3 days. Water was provided ad libitum. Food intake
of control and undernourished pregnant and lactating mothers has
been previously described (Escriva ef al. 1992). The number of pups
in each litter was evened to eight. Offspring from dams that received
a normal diet and those from food-restricted dams were studied at
age 10 days. Only females were selected. In an additional set of
experiments, the pups were transferred to an incubator (37°C, 70%
relative humidity) and starved overnight. Fasted and non-fasted pups
were given intraperitoneal injections of insulin (5 i.u./kg, Actrapid,
Novo, Copenhagen, Denmark).

The rats were killed by decapitation without anesthesia, blood
was harvested from the trunk and plasma was stored at —80°C. For
the biochemical analysis, the brains were rapidly removed and
placed on a chilled surface. The cerebral cortices were dissected out
quickly over ice and kept at —80°C until assays were performed. All
animals were handled in accordance with the principles and
procedures approved by The Committee for Animal Experimenta-
tion of the Universidad Complutense, Madrid.

Microvessel-enriched and crude membranes preparations

Microvessel-enriched preparations were obtained from cortices as
previously described, with minor modifications (Devaskar et al.
1991). The cortices (500 mg) were minced and homogenized in
Ringer’s solution containing 1.2 mM MgCl,, 15 mM Hepes buffer
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(pH 7.4), 5 mM glucose and 1% dextran. The homogenate was
passed through 80 pm nylon meshes. An equal volume of 26%
dextran in buffer was added and the sample was then centrifuged at
1000 g for 10 min. The pellet was resuspended in the initial buffer
and poured through a column containing 0.42-0.60 mm glass beads.
After extensive washing, the glass beads were taken from the
column and the microvessels attached to them were released by
gentle agitation with 0.32 M sucrose. The capillary segments
remaining in the supernatant were collected by centrifugation
(10 000 g for 10 min). The pellet was suspended in 20 mM Hepes
pH 7.4, sonicated, assayed for protein concentration and stored
frozen at —80°C.

Crude membranes were prepared from cortices by differential
centrifugation. Cortices samples (150 mg) were homogenized in
25 mM Hepes buffer (pH 7.4), 4 mM EDTA, 250 mM sucrose,
8 mM phenylmethylsulfonylfluoride and 10 uM leupeptin. The
supernatant of a 5000 g centrifugation was centrifuged at 150 000 g
for 2 h. The resulting pellet was resuspended in 20 mM Hepes (pH
7.4), sonicated, assayed for protein concentration and stored at
—80°C.

Preparation of lysates

Cortices (150 mg) were homogenized with a Polytron in 1.5 mL
ice-cold lysis buffer, composed of 50 mM Hepes (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM sodium pyrophosphate, 10 mM
sodium fluoride, 2 mM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40,
2 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 2 mM benzamidine, 10 uM
leupeptin, 10 pg/mL aprotinin and 2 mM sodium orthovanadate.
The homogenate was incubated for 60 min at 4°C with gentle
stirring and then centrifuged at 100 000 g for 60 min. The
supernatants were collected, assayed for protein concentration,
aliquoted and stored at —80°C until used.

Immunoprecipitation

Lysates containing 500-1000 pg proteins were immunoprecipitated
overnight at 4°C with gentle rotation in presence of 2—5 pg of the
corresponding primary antibodies, followed by the addition of
protein A-agarose (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA),
GammaBind Plus Sepharose (Amersham GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden) or antimouse IgG-agarose (Sigma
BioSciences, Saint Louis, MO, USA) for the rabbit polyclonal, goat
polyclonal and mouse monoclonal antibodies, respectively. After
mixing for 2 h the pellets were collected by centrifugation (1000 g,
20 s) and the supernatants were discarded. Then, the pellets were
washed and saved for western blot analysis.

Western blot analyses

The samples (microvessels, membranes, lysates or immunoprecip-
itates) were subjected to SDS-PAGE on 6.5-10% polyacrilamide
gels according to Laemmli (1970). Proteins were then eletrophoret-
ically transferred to polyvinilidine difluoride filters (PVDF Protein
Sequencing Membrane, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)
for 2 h. After transferring, the filters were blocked with 5% non-fat
dry milk (for general antibodies) or with 3% bovine serum albumin
(for anti-phosphotyrosine antibodies) in tris-buffered saline (50 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.6) followed by incubation with primary
antibodies overnight. The PVDF filters were next washed four times
for 10 min each time with TBS and 0.1% Tween-20, followed by
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1-h incubation with appropriate secondary antibody conjugated to
horseradish peroxidase (Sigma, St. Louis, MO, USA). The PVDF
filters were then washed as indicated above and subsequently
exposed to an enhanced chemiluminescence reagent (ECL) (Amer-
sham Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). The
bands were quantified by laser scanning densitometry (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). The presence of linearity
between the time of X-ray film exposure and the optical density
of the bands was initially ensured. Protein loading was assessed by
re-probing the blots with mouse anti-rat -actin.

Cytochemistry and immunohistochemistry studies

Brains were removed and fixed in aqueous Bouin’s solution
overnight. Following dehydratation they were embedded in Parap-
last (Paraplast Plus, Labonord, Templemar, France). 10 um thick
sections were obtained and mounted on glass slides for cytochem-
istry and immunochemistry. For glycogen cytochemistry, the
sections were stained with periodic acid-Schiff (PAS)-diastase
procedure after treatment with dimedone, which blocks aldehyde
groups from non-glycogen compounds (Kong et al. 2002). Diastase
(amylase) cleaves the glycogen to yield soluble sugars that are not
stained by the Schiff reagent. We applied this enzyme in separate
slides in parallel, which were considered as negative controls of
staining. Immunohistochemistry was performed as previously
described by Kajihara ef al. (2001) according to the protocol of
the mouse Immunocruz Staining System kit (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA), with diaminobenzidine as chromo-
gen. For neurons detection an anti-Neu-N mouse monoclonal
antibody was used.

Antibodies used

Anti-GLUT-1, anti-GLUT-3, anti-caspase 3, anti-active caspase 3,
anti-Neu-N (Chemicon, Temecula, CA, USA); anti-insulin receptor
B subunit, anti GSK3 o/, anti-phospho tyrosine (Upstate Biotech-
nology, Lake Placid, NY, USA); anti-phospho GSK3 o/, anti-Akt,
anti-phospho-Akt, anti-AMPKa, anti-phospho-AMPKa, anti-phos-
pho-ACC, anti-ERK, anti-phospho-ERK, anti-phospho-p38, anti-
JNK, anti-phospho-Bad (Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA), anti-phospho-JNK, anti-p38, anti-Bcl-xL, anti-Bad, anti-Bax
(Santa Cruz Biotechnology), anti-B-actin (Sigma BioSciences, St
Louis, MO, USA).

Analytic procedures

Glucose was measured in plasma by a glucose oxidase method
(BioSystems Reagents and Instruments, Barcelona, Spain). Blood
ketone bodies (the sum of 3-hydroxybutyrate plus acetoacetate)
were analyzed by the method of Williamson efal. (1962)
Immunoreactive insulin in plasma was determined by RIA using
rat insulin as standard (INCSTAR, Stillwater, MN, USA). The purity
of microvessel preparations was assessed by measuring the v-
glutamyl transpeptidase (EC 2.3.2.2) activity (Naftalin et al. 1969).
To quantify glycogen content, the frozen cortices samples were
dissolved in 30% KOH by immersion in boiling water for 1 h.
Glycogen was precipitated by the addition of ice-cold absolute
ethanol and storing the samples over night at —20°C. The resulting
pellet from a 1200 g centrifugation was redissolved in H,O and
precipitated again with ice-cold ethanol. The purified glycogen was
then hydrolyzed to glucose by amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) and
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the liberated glucose was quantified spectrophotometrically, follow-
ing the appearance of NADPH in the added presence of hexokinase,
MgS0O,, ATP and glucose-6-phosphate dehydrogenase. Protein
concentration was estimated by the Bradford method (Bradford
1976).

Statistical analysis

All of the data are reported as the means + standard errors. The
difference between two mean values is assessed with #-test. For
multiple comparisons, significance was evaluated by ANOva,
followed by the protected least significance test.

Table 1 Body and brain weights, plasma glucose and insulin, blood
ketone bodies, cortical protein and glycogen concentrations in control
and undernourished 10-day-old rats

Control Undernourished
Body weight (g) 219+ 0.7 12.3 £ 0.2***
Brain weight (g) 0.74 + 0.06 0.61 + 0.05***
Plasma glucose (mg/dL) 144 + 3 128 + 3***
Plasma insulin (ng/mL) 0.87 + 0.14 0.29 + 0.06***
Blood ketone bodies (umol/mL) 0.83 + 0.007 1.20 £ 0.11*
Cortical protein (mg/g) 122 £ 3 127 + 8
Cortical glycogen (umol/g) 35+0.2 4.6 £ 0.2

Values are means + SE for 6-10 animals in each group. Significant
differences between control and undernourished rats: **p < 0.01,
***p < 0.001.

Results

The characteristics of the two groups of rats studied are
summarized in Table 1. The undernourished had 54% and
18% body and brain weight deficits, respectively, in relation
to the controls. The brain weight to body weight ratio was
greater for the undernourished rats than that for their well-fed
controls (4.97 = 0.11 vs. 3.33 +£0.07 p <0.001). Plasma
glucose concentration in restricted rats was below control
value. Undernutrition significantly decreased circulating
insulin and increased the blood ketone bodies. We found a
marked increase in the glycogen stores present in the cerebral
cortex of undernourished rats, 30% above the control values.

To identify which cells store glycogen in the cortex we
applied glycogen cytochemistry and immunocytochemistry
of Neu-N, a protein only found in neurons. Fig. 1a (control)
and Fig. 1b (undernourished) clearly show the stained
glycogen, that is largely distributed; also, both microphoto-
graphs show many cells in which staining is hardly notice-
ably. It seems evident that these cells, free of glycogen,
morphologically coincide with those revealed by the neuronal
marker (Fig. 1c control, and Fig. 1d undernourished). These
results demonstrate that glycogen is not localized in the
cortical neurons of developing rats, neither in control nor in
undernourished pups. Since glycogen had previously been
determined by biochemical measurement, no attempts were
made to quantify this compound in this cytochemical manner.
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-
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¥
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Fig. 1 Photomicrographs showing diast-
ase-resistant PAS-dimedone staining of
glycogen (a and b) and anti-Neu-N immu-
nocytochemistry (c and d) in 10 um sec-
tions of cerebral cortex from 10-day-old
control (a and ¢) and undernourished (b and
d) rats. Original magnification: 40x.
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Fig. 2 Glucose transporter proteins in microvessel and total mem-
brane preparations obtained from cerebral cortex of control (C) and
undernourished (U) suckling rats were measured by western blotting.
55 kDa GLUT-1 isoform is only present in microvessels (endothelial
cells) whereas both 45 kDa GLUT-1 (astrocytic) and GLUT-3 (neuro-
nal) are found in membrane preparations. Densitometric assessment
of bands is expressed as arbitrary units. Each bar represents
mean + SE from six to seven determinations. (black bars, controls;
white bars, undernourished). Representative blots are shown at top.
Differences between control and undernourished rats: *p < 0.05.
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The activity of y-glutamyl transpeptidase (mU/mg pro-
tein) was roughly 10-fold higher in microvessel-enriched
preparations, compared with those in the initial homogen-
ates: 7.8 £2.0 versus 0.8 £ 0.08 for control rats and
6.6 £2.0 versus 0.7 £0.06 for undernourished. We ana-
lyzed GLUT-1 in microvessels and both GLUT-1 and
GLUT-3 in crude membranes. The results are shown in
Fig. 2. In microvessels the only GLUT-1 isoform detected
by western blotting was that of higher molecular weight
(55 kDa) which remained unaffected by undernutrition. In
total membranes, both GLUT-1 isoform (45 kDa) and
GLUT-3 were present but the capillary form of GLUT-1
was too diluted to be detected unless long exposures were
made (result not shown). Undernutrition induced a signif-
icant increase in 45 kDa GLUT-1 (astrocytic) content but
GLUT-3 was not changed.

We next analysed the expression of several insulin-
signaling proteins in the cerebral cortex: insulin receptor,
IRS-1/2 and Akt. There was no difference between under-
nourished and control rats in the content of these proteins
(Fig. 3a). Five minutes after administration of insulin,
receptor phosphorylation was equally increased in both
groups of animals (p < 0.01, when comparing with the basal
values), irrespective of nutritional condition (fed vs. fasted,
Fig. 3b and c). Despite the rise in receptor phosphorylation,
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Fig. 3 Insulin receptor (IR), IRS-1/2 and
Akt in the cortex of suckling rats (a).
Phosphorylated forms of cortical IR and
IRS-1/2 in fed (b) and over night fasted (c)
suckling rats in basal condition and after (d)
treatment with i.p. insulin or saline, as indi-

cated in Materials and methods. Phospho-
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neither the degree of cortical phospho-IRS-1/2 (Fig. 3b and
¢) nor that of phospho-Akt (Fig. 3d) were increased over the
basal values by hormone treatment, in fed as well as in fasted
rats. In contrast, the content of liver phospho-Akt, very low
in the basal state, underwent marked increases (p < 0.001)
following insulin in both groups of rats in the two conditions
investigated (fed and fasted), as expected (Fig. 3d) The liver
contents of insulin receptor, IRS-1/2 and Akt were not
affected by undernutrition (results not shown).

Western blot analysis of GSK3 and phospho-GSK3
proteins showed two bands of different molecular weights,
corresponding to o and [ isoforms, being this latter the most
abundant in cerebral cortex. The amounts of both isoforms in
undernourished and control rats were comparable, as shown
in Fig. 4a. However, phosphorylation of ser2l in GSK-3 o
and that of ser9 in GSK-3f were markedly increased by
undernutrition, 2- and 1.7-fold respectively, as compared
with the control rats (Fig. 4b).
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Fig. 4 Effect of undernutrition on total GSK3a/p (a) and on both,
phospho-ser 21 GSK3a and phospho-ser 9 GSK3p (b) in cerebral
cortex of control (C) and undernourished (U) suckling rats, analyzed
by Western blotting. Representative blots and the bars from quanti-
tative analysis are shown (black bars, controls; white bars, under-
nourished). Data are expressed as means + SE of six (for total GSK3
o/B) or ten (for phosphor-GSK30/f) independent determinations.
Densitometric assessment of bands is expressed as arbitrary units.
Differences between control and undernourished: **p < 0.01.
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As shown in Fig. 5a, undernutrition did not modify the
amount of AMPK present in the cortex. In contrast, this
condition led to a significant reduction of AMPK phosphor-
Thr172. We then examined whether this decrease of activated
AMPK affected the phosphorylation of its downstream target
ACC (acetyl-CoA carboxylase; EC 6.4.1.2). Not surpris-
ingly, we found that phosphor-Ser79 ACC was decreased in
the restricted rats, as compared with controls.

Mitogen-activated protein kinases are mediators of growth
and development; they play roles in metabolic adaptations to
many stress events and are part of the insulin signaling
pathways. Thus, we examined the effects of early undernu-
trition on the three main MAPKs in the cerebral cortex.
Neither the content of ERK 1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1/2) nor that of p38 MAPK were modified
by undernutrition: however, the amount of JNK1/2 (Jun N-
terminal kinase) underwent a slight but significant (p < 0.05)
decrease (Fig. 5b). In the two groups of rats (control and
food-restricted), insulin did not increase the extent of
phosphorylation in any of the three MAPKS, as compared
with the data found in the basal state, irrespective of
nutritional condition (fed and over night fasted). The amount
of p-JNK 1/2 in undernourished rats remained under control
values, the same result seen for this unphosphorylated
protein. An outstanding result was that the degree of p38
MAPK phosphorylation (Thr180 and Tyr182) was decreased
four-fold by food-restriction (p < 0.001 for all comparisons),
in fed as well as in fasted rats (Fig. 5b).

It is known that MAPKs have potential roles in the
regulation of apoptosis pathways of many cell types,
including neurons and glia. In view of the alterations found
in MAPKs we next investigated whether early food-restric-
tion had a repercussion on the cortical cells death/survival,
by analyzing several Bcl 2-related proteins and caspase 3,
which are directly implicated in apoptosis. As shown in
Fig. 6a and b, Western blot revealed that undernutrition had
no effects on the contents of both Bel-xL and Bad, anti- and
pro-apoptotic proteins, respectively. However, the abundance
of Bax (cell death promoter) and that of phospho-Ser112 Bad
were concurrently reduced in the cortex of restricted rats.
Finally, we found that neither overall content of pro-caspase
3 nor that of cleaved (active) caspase 3 was affected by
undernutrition (Fig. 6¢). It must be noted that long exposures
of cleaved caspase 3 films were required in all cases, because
of the scant amount of such protein present in the analyzed
cortex.

Discussion

Characteristics of undernourished rats

Undernutrition resulted in an enhanced brain to body weight
ratio, indicating a partial preservation of brain growth as
compared with the rest of the body. This well-known effect

Journal Compilation © 2009 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2010) 112, 123-133



Undernutrition and insulin action in immature cortex | 129

(@) AMPKo: [W |  P-Thr172-AMPK o [ p-ACC [ —]
B-actin [wem w— B-actin [ — B-actin [ —

Fig. 5 (a) AMPKo, phospho-AMPKa and c u cC U c u
phospho-ACC quantified in cerebral cortex 2 2 z
from control (C) and (U) undernourished § 1% §1°° § 190
suckling rats. Representative results from E‘OO “é’ e %’mo *
western immunoblots are shown. Bars cor- g 50 g % g 50
respond to mean + SE of the data obtained § , % . é .
from six independent determinations (black & & &
bars, controls; white bars, undernourished).
The results of densitometry are expressed (b) FED FASTED
as arbitrary units. Differences between
control and undernourished: **p < 0.01, Erk 172 E p-Erk I/ZE = ﬁ = = e
***p < 0.001. (b) Total and phosphorylated
forms of MAPKs in the cortex from fed and INK 172 Iil p-INK 1/2 E — -_:l -

over night fasted suckling rats, in basal
condition and after insulin treatment, as
indicated in Materials and methods. Results
shown are representative of six to eight
independent determinations by western
immunoblots. C: control; U: undernour-
ished.
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of brain sparing is usually considered an adaptation to
prevent more severe brain damage, at the expense of visceral
organs (Peeling and Smart 1994). Nevertheless, the present
study shows that cerebral cortices from restricted rats
undergo alterations at the molecular level. On the other
hand, undernourished rats are markedly insulinopenic, in
accordance with most studies that have shown damage to -
pancreatic function in food-deprived rats (Martin et al
1997). However, these rats are hypoglycemic, which is
consistent with the presence of an increased insulin-sensi-
tivity following undernutrition (Gavete et al. 2005).

Glucose transporters and glycogen

Developing brain has a high capacity for ketone metabolism.
However, it is also closely dependent upon glucose as energy
substrate (Girard ef al. 1992). The majority of glucose
utilized by the brain is mediated by GLUT-1 and GLUT-3
proteins. 55 kDa GLUT-1 is located in microvessel endo-
thelial cells, whereas another less glycosylated GLUT-1
isoform (45 kDa) and GLUT-3 species are present in
astrocytes and neurons, respectively (Jope et al. 2007). The
increase in astrocytic GLUT-1 associated with undernutrition
coincides with an increase in cortical glycogen not implicat-
ing to neurons, as can be inferred from our histological
analysis; both results suggest that the enhanced amount of
glycogen following undernutrition is restricted to astrocytes,
the predominant glial cells in mammalian brain. It is well-
known that brain glycogen is mainly located in these cells.
To the best of our knowledge, the present study reports these
consequences of perinatal undernutrition for the first time.
The physiological role of astrocytic glycogen has not been
fully understood. As discussed in the next sections, our data
favor the hypothesis that such an increase in glycogen was
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mainly caused by an enhanced glycogen synthase activity.
However, a reduction in glycogenolysis could also be
established, a condition that may lead to a decreased
pyruvate and lactate production from glycogen, two impor-
tant substrates to be transferred from astrocytes to neighbor-
ing neurons, cells that have no energy reserves (Dringen
et al. 1993). On the other hand, astrocytes themselves carry
out functions obviously dependent on metabolic energy, such
as glutamate synthesis (Gibbs et al. 2007), and it is known
that both, glycogenolysis and glycolysis are important to
fulfill their energy requirements (Hertz et al. 2007). Conse-
quently, a reduction in glycogenolysis may also be harmful to
astrocytes. Brain glycogen is increased in several patholog-
ical states in which neuronal activity is depressed, such as
anesthesia and ischemic or traumatic lesions (Phelps 1972;
Kajihara et al. 2001), which suggests that increased glycogen
content could be associated with a reduction in neuronal
activity. On the other hand, glycogen seems to be crucial
with regard to some higher functions; inhibition of glyco-
genolysis in astrocytes from neonatal chickens interrupts
memory consolidation (Gibbs et al. 2006). It has been shown
that brain glycogen is implicated in glutamate synthesis by
astrocytes (Gibbs et al. 2007), as well as in its uptake by both
astrocytes and neurons (Sickmann et al. 2009). Conse-
quently, the increase in cortical glycogen found in the
undernourished suckling rats may have repercussions on
glutamatergic activity, which is associated with cognitive
processes (Rotta et al. 2003).

Insulin signaling

The cortical amount of insulin receptors, IRS-1/2 and Akt as
well as that of the MAPKs extracellular signal-regulated
kinase (ERK) and p38 were not altered by undernutrition
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Fig. 6 Evaluation of the content of proteins involved in apoptosis in
cerebral cortex from control (C) and undernourished (U) suckling rats.
Total Bel-xL and total Bax (a), total Bad and phospho-Bad (b) and both
total and cleaved caspase 3 (c) were analyzed by Western immuno-
blot. The blots shown are representative and the results given as bars
are the mean + SE of six-eight separate determinations (black bars,
controls; white bars, undernourished). The results of densitometry are
expressed as arbitrary units. Differences between control and under-
nourished groups: *p < 0.05, **p < 0.01.

which, however, resulted in a slight decrease of JNK
(discussed later). Basal phosphorylation levels of IRS-1/2,
Akt and ERK1/2 were the same when comparing both types
of rats (control vs. undernourished), although those of JINK1/
2 and p38 were decreased by food-restriction. To verify
whether undernutrition was associated to differences in the
cortical insulin responses we analyzed the effect of exoge-
nous hormone in food-restricted and control rats. Insulin
caused a rapid increase in receptor phosphorylation irrespec-
tive of nutritional condition (fed vs. fasted), proving that this
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hormone efficiently enters the immature brain from the
blood. The increases in receptor phosphorylation were the
same in undernourished as in control rats, a finding that rules
out differences in this response associated with undernutri-
tion. Surprisingly, despite activation of insulin receptors, the
content of phosphorylated forms of all remaining proteins
studied was kept at their basal levels in both types of rats, as
much in fed as in fasted animals. It indicated that receptor
activation does not trigger increases in the phosphorylation
of the main insulin signaling transducers, in the short-term
analyzed herein. In contrast, a sharp increase in phospho-Akt
took place following insulin administration in the liver from
both types of rats (control, undernourished), demonstrating
marked differences in insulin responses between peripheral
and cortical tissues. These results suggest that signal
transducer proteins downstream insulin receptor is basally
activated in the immature cortex. We are not aware of any
report on the in vivo effects of insulin in its cortical signaling
pathways during development. Clodfelder-Miller et al.
(2005) have shown that insulin induces a rapid and transient
increase in Akt phosphorylation in the cortex of adult fasted
mice. The different developmental stage could explain the
discrepancy between this result and those found in our study,
although differences between animal species cannot be
discarded.

Effect of undernutrition on cortical GSK3

Insulin induces a net synthesis of glycogen in adult brain
(Choi et al. 2003) as well as in astrocytes derived from the
brain of newborn rats (Dringen et al. 1993). It has been
shown a direct correlation between astrocytic glycogen
content and glycogen synthase activity, the rate limiting
enzyme (Allaman ef al. 2004). Glycogen synthase is a
substrate of both GSK3 and AMPK (Wojtaszewski et al.
2002; Cammisotto et al. 2008) which inactivates this enzyme
by phosphorylation. Consequently, we analyzed the content
of both kinases and their phosphorylated forms in the
restricted and control rats. Our data showed a higher cortical
level of GSK3f than GSK3a isoform, which is well-known,
and that their expressions were not affected by undernutri-
tion; however, this condition was associated with a marked
increase in their ser-phosphorylation status, a change with
inhibitory effects. Phosphorylated, that is, activated AMPK
was diminished in the cortex of restricted rats (discussed
later). Many studies have shown that the phosphorylated
states of both GSK3 and AMPK are retained during the
isolation procedures; so, we assume that undernutrition
reduces the activities of both kinases. Indeed, we found that
acetyl-CoA carboxylase, a substrate of AMPK, was less
phosphorylated in the restricted rats. Consequently, it seems
likely that both GSK3 and AMP-activated protein kinase
(AMPK) up regulate glycogen synthase in the restricted rats,
which is consistent with the increased glycogen content
found in their cortex. Activated Akt usually appears as a
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major mediator of GSK3 ser-phosphorylation but, as previ-
ously indicated, we did not find differences in phospho-Akt
when comparing both types of rats, control and undernour-
ished. Therefore, the increased phospho-GSK3 seems to be
mediated by other events not studied in the present work.
Other kinases, such as PKC and PKA, as well as some
phosphatases, can modify the degree of phosphorylation of
GSK3 (Jope et al. 2007) so the possibility arises that its
activities may be altered by undernutrition.

The cerebral cortex contains a heterogeneous cell popu-
lation but, as mentioned, glycogen is essentially located in
astrocytes; thus it seems reasonable to conclude that the
increase in phospho-GSK3 was mainly occurred in these
glial cells. Nevertheless, GSK3 is also expressed in neurons,
which opens the possibility that its enhanced phosphoryla-
tion may also be produced in these cells. GSK3 is a
multifunctional enzyme. Consequently, the down-regulation
of this kinase may have repercussions on many proteins and
cellular functions of the developing cortex. In fact, disreg-
ulation of GSK3 activity has been seen in several diseases
(Jope et al. 2007).

Effect of undernutrition on cortical AMPK

The function of ser/thr kinase AMPK as a sensor of cellular
energy stress has been well established. The major determi-
nant for its activation, allosterically and by phosphorylation,
is a drop in cell energy level. Then, AMPK shuts down
anabolic pathways and enhances ATP-producing processes.
AMPK is highly expressed in the CNS during development
(Culmsee et al. 2001). It has been recently confirmed that
AMPK responds to changes in the energy levels in both
cultured cortical neurons (Kleman et al. 2008) and astrocytes
(Mukherjee ef al. 2008). Knowing that food deprivation
activates AMPK (Kim et al. 2004) we investigated whether
chronic undernutrition had an impact on this kinase in the
brain cortex, finding that this condition resulted in a fall in
phospho-AMPK, without changes in total AMPK content.
These results may indicate that undernutrition does not
induce a shortage of metabolic energy in the developing
cerebral cortex. Plasma glucose, the brain’s preferred fuel, is
decreased in restricted rats but this deficit is slight and
probably not sufficient to limit extremely the glucose
metabolism. Nevertheless, blood ketone bodies are increased
by undernutrition and it is well-known that the immature
brain has a high capacity to utilize them (Girard et al. 1992).
According to Owen et al. (1967) ketone body oxidation rises
in starvation-induced hypoglycemia. Indeed, undernutrition
increases the corresponding brain enzyme activities (Escriva
et al. 1985). Thus, our findings suggest that cortical ketone
body utilization is enhanced in undernourished suckling rats.
If it were the case, larger amounts of cortical glucose could
be directed to glycogen synthesis in these animals, a
possibility which is in accordance with the increased storage
found herein. On the other hand, it is known that glycogen
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renders AMPK unavailable for activation, when it binds the
B subunit of this heterotrimeric kinase (Polekhina et al.
2003); consequently, the increased glycogen stores seen in
astrocytes from undernourished rats may account for the
phospho-AMPK fall found in the whole cortex.

Effect of undernutrition on cortical MAPKs and apoptotic
proteins

MAPks are a family of Ser/Thr kinases that regulate many
processes associated with cell growth. They are involved in
a broad range of events during development of the nervous
system: cell survival, apoptosis, proliferation and differen-
tiation (Takeda and Ichijo 2002), as well as in learning and
memory (Sweatt 2001). As a first step to elucidate the
effects of undernutrition on MAPKSs in the cerebral cortex,
we studied the three major MAPKs: ERK, p38 and JNK,
their content as well as phosphorylation status. Our results
showed that undernutrition has no consequence on cortical
ERK 1/2 protein expression nor phosphorylation; however,
this condition induces some changes in the two other
MAPKSs analyzed. On the one hand, JNK1/2 and phospho-
JNK1/2 are slightly depressed; on the other, phospho-p38
MAPK undergoes a marked reduction. Both JNK and p38
activations mediate neuronal apoptosis, while their specific
inhibition is protective, as shown in vitro (Xie et al. 2004;
Yang et al. 2007). In order to investigate whether the
alterations found in MAPKSs have an influence on cell death
we next analyzed several proteins involved in apoptosis.
The expression of both Bad and Bcl-xL (apoptotic and anti-
apoptotic, respectively) remained unchanged in the cortex of
restricted rats. Non-phosphorylated Bad interacts with Bcl-
xL, thereby promoting the release of the pro-apoptotic factor
Bax from Bcl-xL, its translocation to mitochondria and the
activation of the caspase cascade. Consequently, Bad
phosphorylation constitutes a survival-promoting effect.
The content of phosphor-Ser112 Bad was reduced in food-
restricted rats. This specific phosphorylation, which plays a
crucial role in initiating or resisting apoptosis, is catalysed
by ERK (Zhu et al. 2002). ERK was not altered by
undernutrition, suggesting that some specific protein-phos-
phatase activities (Garcia et al. 2003) could be altered by
this condition. However, undernutrition led to a concomitant
decrease in Bax abundance. Both changes have opposing
effects on apoptosis which, as is well-known, depends on
the balance of pro- and anti-apoptotic factors. It seems
likely that the relative proportion of Bax available to
translocate to mitochondria was not altered by early food-
restriction.

Apoptosis can be demonstrated in a western immunoblot
analysis by measuring the caspase 3 and the abundance of
activated caspase 3, the main effector caspase. We found that
cortical levels of this activated protein were remarkably low
in 10-day-old rats, which rules out a widespread caspase 3-
dependent cell death at this specific stage. Our data also
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showed that both caspase 3 and cleaved caspase 3 were not
modified by undernutrition, indicating that food-restriction
was not associated with extensive changes in cortical
apoptosis in immature brain tissue. In fact, phospho-Akt, a
key regulator of neuronal death/survival, remained unaltered
in the restricted rats. Nevertheless, these results do not rule
out that undernutrition had a repercussion on the apoptosis of
selectively vulnerable subpopulations of cortical cells; these
more subtle changes cannot be revealed in the lysates from
cerebral cortex analyzed in the present work. On the other
hand, our results do not exclude possible consequences of
food-restriction on caspase-independent mechanisms of cell
loss (Stefanis 2005).

In summary, the results presented herein provide evidence
that early undernutrition has effects on the content and/or
phosphorylation status of several factors involved in func-
tions that is crucial for the developing cortex. At present,
their specific consequences on cerebral functions are not
known. However, since these factors regulate many pro-
cesses, the possibility arises that their alterations disrupt
important events characteristic of the growing period and it
may be one of the causes of long-lasting damage to the brain.
Our experimental approach does not allow us to specify
whether these alterations affect glial, neuronal or both types
of cells, but it constitutes a step toward fulfilment of this
goal.
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Abstract Previous comparative studies of fumarate hydra-
tase (FH) protein density revealed that the enzyme was over-
expressed in the striatum of rodents that are less influenced by
rewarding stimuli, from cocaine to food. Therefore, we re-
cently proposed FH as a potential striatal biomarker of brain
reward deficiency and addiction vulnerability. This work has
been focused to investigate FH activity in the Nucleus
Accumbens (NAc) of undernourished rats, taking into account
that malnutrition has been related to increased responsiveness
to food and drug reward. To this end, we have studied adult
female Wistar rats severely food restricted from the 16th day
of intrauterine life until adulthood. Animals were sacrificed to
dissect the NAc and obtain mitochondrial and cytosolic frac-
tions after homogenisation and centrifugation. FH activity was
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measured by conversion of malate to fumarate, and protein
levels were compared by Western blot analysis when fractions
showed differences in activity. Undernutrition did not change
cytosolic FH activity but led to a marked increase of mito-
chondrial FH activity (72 %) and protein content (50 %) in the
NAc. This change was in the opposite direction that one
would predict if it was related to addiction vulnerability of
some kind, but strongly suggests that mitochondrial FH needs
to be at some optimal level for normal reward responsiveness.

Keywords Fumarate hydratase - Malnutrition - Nucleus
accumbens - Brain reward

Introduction

Previous proteomic studies trying to identify biological
markers of vulnerability to cocaine addiction revealed that
rats showing fast extinction of cocaine-induced place pref-
erence (and hence decreased motivation for the drug) dif-
ferentially overexpressed fumarate hydratase (FH) in the
ventral striatum (nucleus accumbens, NAc) (Castillo et al.
2009a). Subsequent work demonstrated that FH was also
overexpressed in the striatum of adult male C57BL/6 J mice
fed on a high fat diet for 20 weeks from the 4th week of age,
a food regime that decreased preference for cocaine-paired
stimuli after 8§ weeks on high fat. (Alguacil et al. 2011a;
Morales et al. 2012). Taken together, these results led us to
suggest that FH overexpression in the striatum could be a
correlate of reduced reward sensitivity, and hence could
behave as a potential biomarker of the so-called “reward
deficiency syndrome” (Blum et al. 2000). Presently there is
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no other behavioral or neurochemical evidence supporting a
direct role of FH activity in the regulation of the reward
system, therefore further studies are highly recommended to
clarify this point. The aim of this work was to progress in
this knowledge by studying FH activity in the NAc of
undernourished rats, taking into account that perinatal mal-
nutrition has been shown to increase food, morphine and
cocaine reward in the adulthood (Tonkiss et al. 1990;
Valdomero et al. 2006; 2007). More precisely, we looked
at FH to determine if, in a nutritional manipulation predicted
to increase sensitivity to reward, FH showed a decrease as
might be expected from the high fat diet experiment that
reduced reward sensitivity as FH increased.

Materials and methods
Animals and diets

All studies were conducted under an approved animal
protocol (EC 280790000085) according to the principles
and procedures outlined in the Committee for Animal
Experimentation of the Universidad Complutense, Madrid.
Wistar rats were bred in our laboratory with controlled
temperature and artificial dark—light cycle (light from 0700
to 1900), and were fed ad libitum with a commercial stan-
dard laboratory diet containing by weight 19 % protein,
56 % carbohydrate (starch and sucrose) 3.5 % lipid, 4.5 %
cellulose, vitamin and mineral mix, and 12 % water.
Females were caged with males, and mating was confirmed
by the presence of spermatozoa in vaginal smears. Each dam
was housed individually from the 14th day of pregnancy.
We developed a model of severe undernutrition based on the
amount of food consumed by control rats, which has been
previously described in detail (Escriva et al. 1992). In sum-
mary, restricted rats received 10 g of the standard food daily
from 16th day of gestation until delivery, which represents
40-50 % of that ingested by controls and prevents the 20 %
increase of body weight observed in these rats during this
period. The number of pups was evened out to 8 in all litters
after delivery. Next, the restricted mothers received 40 % of
the food consumed by controls, that is: 15, 20 and 25 g daily
of food during the 1st, 2nd and 3rd week of lactation,
respectively. During the period between weaning and
70 days, undernourished rats received 35 % of the diet daily
consumed by controls. Water was given ad libitum. We
selected the females of each litter for this study.

Determination of FH activity and protein content in the NAc
Adult control and undernourished rats (70-day-old) were

decapitated without previous anaesthesia, the NAc rapidly
dissected as described by Heimer et al. (1991), frozen in
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liquid N, and stored at —80 °C until use. Within a period not
exceeding 6 weeks the samples were homogenized in ex-
traction buffer (25 mM sucrose, 0.5 mM EDTA, 10 Mm Tris
ph7.4) at 4 °C on ice with a motor-driven Teflon pestle. The
subcellular fractionation was performed according to
Metzger et al. (2004) with some modifications. After sed-
imenting the cell debris and nuclei at 600 x g for 5 min,
mitochondria were pelleted by centrifuging supernatant at
15,000 x g for 15 min. This pellet was resuspended in the
extraction buffer and then subjected to three cycles of 5 s
sonication on ice. The 15,000 x g supernatant was centri-
fuged at 100,000 x g for 1 h and the removed supernatant
was considered the cytosolic fraction. The protein content of
each fraction was determined by the Bradford method
(Quick Start kit, Biorad, California, USA) using bovine
serum albumin as the standard. Cytocrome c oxidase was
analyzed as a mitochondrial marker (Sottocasa et al. 1967).
The cytosolic fraction contained less than 2 % of the cyto-
chrome ¢ oxidase activity measured in the mitochondrial
fraction (results not shown). Both fractions were then ali-
quoted and stored at —80 °C, to avoid repeated freeze-thaw
cycles. FH analysis was performed within the first month of
storage, using different aliquots of the same sample to assay
FH activity and protein content.

FH activity was measured in the direction of L-malic acid
to fumaric acid because of the ease of the assay (Tian et al.
2009). After adjusting the protein content of tissue homo-
genates to 60 pg/ml, a reaction recipe was prepared con-
taining 800 pl of Tris-acetate pH 7.5, 180 ul of L-malic acid
(250 mM in Tris-acetate pH 7.5) and 20 pl of the sample.
Absorbance at 240 nm was monitored during 2 min at 10 s
intervals. FH activity was finally expressed in nmol fuma-
rate / min X mg of protein.

FH protein content was determined by Western blot anal-
ysis. After adjusting protein levels to 20 pg/15 pl of PBS,
the homogenates were mixed with sample buffer (15 ul;
Laemli buffer, Biorad, California, USA) containing [3-
mercaptoethanol (50 pl/ml of sample buffer), denatured
(98 °C, 10 min) and centrifuged. Samples were load into
12 % polyacrylamide gels and proteins were firstly separat-
ed by molecular weight and secondly blotted onto polyvi-
nylfluoridine membranes (GE Healthcare, New Jersey,
USA) by a wet transfer system (Real, Valencia, Spain).
The membranes were treated with blocking buffer (PBS,
0.1 % Tween-20 containing 5 % skimmed milk) for 1 h at
room temperature. Afterwards, membranes were incubated
with goat primary antibody against FH (Santa Cruz,
California, USA; 1:500 dilution) overnight at 4 °C. The
membranes were then incubated with donkey anti-goat
IgG peroxidase-linked secondary antibody (Santa Cruz,
California, USA; 1:2000, 1 h, room temperature), revealed
by ECL-Supersignal™ kit following manufacturer’s instruc-
tions (GE Healthcare, New Jersey, USA) and visualized on
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Gel Doc™ XR+(Biorad, California, USA). Developing
images were quantified by densitometry (Image Lab soft-
ware, Biorad, California, USA) and several time exposures
were analyzed to ensure the linearity of band intensities. All
densitometries are expressed in arbitrary units (A.U.). In all
Western blot analyses, actin (Sigma, Missouri, USA; 1:1500
dilution) was used as loading control. Three replicates were
used for each sample.

Statistics

The results were compared with Student’s t-test. P<0.05
was considered statistically significant.

Results

As expected, the body weight of restricted rats was mark-
edly lower than that of controls throughout their lives. It was
reduced by 20 % and 45 % at birth and weaning, respec-
tively. The weights of undernourished and control adult rats
were 99.4+2.7 g and 188+3.6 g (p<0.05), respectively. The
brain weight was also lower in the food-restricted adult
animals than in controls (0.99+0.02 g and 1.26%0.04 g,
respectively; p<0.001).

FH activity in the NAc did not show significant differences
between experimental groups when cytosolic fractions were
compared, however it was markedly increased in the
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mitochondrial fraction of undernourished rats (Fig. 1).
Western blot analysis confirmed a significant over-
expression of FH in this fraction (Fig. 2).

Discussion

The experimental procedure used provokes a severe undernu-
trition as shown by the marked decrease of body and brain
weight in restricted animals. The metabolic profile of restrict-
ed rats has been extensively described in previous publica-
tions. Briefly, they undergo a reduction in the (3-cell mass
(Martin et al. 1997) which leads to both chronic hypoinsuli-
nemia and poor insulin response to glucose (Escriva et al.
1992). However, glucose tolerance remains normal (Escriva et
al. 1992), since undernourished rats show insulin hypersensi-
tivity in both liver (Lizarraga-Mollinedo et al. 2012) and
peripheral tissues (Gavete et al. 2005). Plasma IGF1 level
was reduced in these animals as compared to controls
(Fernandez et al. 2006). On the other hand, it has been found
that glycogen content increases in the cerebral cortex of un-
dernourished suckling rats, which clearly indicates that food
restriction has repercussions on central nervous system func-
tion (Lizarraga-Mollinedo et al. 2010).

FH is widely known as an enzyme involved in the tricar-
boxylic acid cycle in the mitochondrial matrix, however it
seems to play additional cellular functions in mammals:
thus, the enzyme is also found in the cytosol and the nucleus
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Fig. 2 FH protein content in the mitochondrial fraction of the nucleus
accumbens from undernourished rats (U) and their controls (C). Bars in
the graph represent mean values+SEM (*, p=0.0486 vs controls).
Representative blots of three different determinations are provided

and has been suggested to participate in the urea cycle, the
metabolism of amino acids, the repair of DNA damage and
the suppression of tumors (Yogev et al. 2011). Interestingly,
the main consequences of FH deficiency in humans (a very
rare condition) affect the central nervous system, causing
brain atrophy with psychomotor retardation and severe neu-
rological impairment in early childhood (Deschauer et al.
2006). Despite these findings there are no studies to our
knowledge reporting changes of FH activity in common
diseases of the central nervous system.

FH emerged from comparative proteomic studies as a
potential marker of vulnerability to addiction, since the
protein was overexpressed in the nucleus accumbens of rats
exhibiting fast extinction of cocaine place conditioning
(Castillo et al. 2009a). Taking into account that obesity has
been also associated with decreased sensitivity to psychos-
timulant reward (Davis et al. 2008; Morales et al. 2012), we
further studied FH in the striatum of obese mice to find the
enzyme overexpressed again, a finding consistent with the
idea that FH overexpression could run parallel to decreases
of sensitivity to rewarding stimuli (Alguacil et al. 2011a).
The present work tried to further test this hypothesis by
testing FH in the NAc of undernourished rats, which were
expected to exhibit opposite changes since they are known
to be highly sensitive to drug and food reward (Tonkiss et al.
1990; Valdomero et al. 2006; 2007). Surprisingly, we have
also found FH overexpression together with a consistent
increase of biological activity in the mitochondrial fraction
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of undernourished animals, which suggests that mitochon-
drial FH in the NAc needs to be at some optimal level for
normal reward responsiveness.

Even when these results are enough to involve mitochon-
drial FH activity in reward function, they must be considered
preliminary since they also give rise to some important ques-
tions that should be addressed with further work on this same
animal model. First, one could wonder if FH activity changes
are specific and limited to the NAc. Direct experiments are
obviously needed to clarify these points; however, previous
studies performed in our laboratory are compatible with a
specific role of FH in reward function. It must be underlined
that only 5 proteins (including FH) were found differentially
regulated in the NAc of rats with different rate of extinction of
cocaine place preference in baseline conditions, therefore
excluding the possibility that protein changes are generalized
in these situations (Castillo et al. 2009a). Moreover, FH was
the only protein of six initial, strong candidates to addiction
biomarkers that could be confirmed in striata from mice
showing dissimilar cocaine preference induced by fat con-
sumption (Alguacil et al. 2011a,b). Preliminary evidence also
exists that FH differences are absent in the brain cortex of rats
and mice with different cocaine seeking behaviors, thus sug-
gesting that these changes could be restricted to areas relevant
to reward processing such as the NAc (Castillo et al. 2009b;
Alguacil et al. 2010).

A second question applies to the exact mechanisms and
functional consequences of mitochondrial FH upregulation.
The literature available is not of great help to interpret our
findings since the catalytic and regulatory mechanisms of the
enzyme have been poorly studied and are not entirely clear up
to the date (Mescam et al. 2011), while the biological effects
of FH hyperactivity are far less known than those of FH
deficiency. This last condition has been consistently linked
to disruption of oxidative mitochondrial metabolism but also
to other, independent biochemical alterations such as the
activation of hypoxia-inducible factor (HIF) (O'Flaherty et
al. 2010) and nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(N1f2) (Adam et al. 2011), both of them triggered by fumarate
accumulation. Therefore, one could predict that FH hyperac-
tivity could mainly result in enhanced oxidative ATP synthesis
and activation of accumbal neurons, but this seems too sim-
plistic on the basis of the present knowledge and needs to be
specifically addressed.

In summary, the results obtained in the undernutrition
model together with previous findings from cocaine seeking
experiments strongly suggest that alterations of brain reward
are accompanied by significant changes of mitochondrial FH
density and activity in the NAc, and thus this protein could be
envisaged as a candidate biomarker of brain reward deficien-
cy. The specificity of these changes remains to be fully cor-
roborated in all the former experimental models by further,
brain region-specific studies of both FH and other control



Metab Brain Dis (2013) 28:111-115

115

enzymes such as those involved in brain development (i.e.
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, 5'-nucleotidase or
[3-glucosidase).
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Abstract

Aims/hypothesis Plasma glucagon concentrations rise
sharply during the early postnatal period. This condition is
associated with increased alpha cell mass. However, the
trophic factors that regulate alpha cell turnover during the
perinatal period have not been studied. Macrophage infiltra-
tions are present in the neonatal pancreas, and this cell type
releases cytokines such as IL-6. Alpha cells have been
identified as a primary target of IL-6 actions. We therefore
investigated the physiological relevance of IL-6 to neonatal
pancreatic alpha cell maturation.

Methods Histochemical analyses were performed to quanti-
fy alpha cell mass, replication and apoptosis. Pancreatic //6
expression was determined by quantitative RT-PCR. The
biological effect of IL-6 was tested in two in vivo rat models
of IL-6 blockade and chronic undernutrition.

Results Alpha cell mass increased sharply shortly after birth
but decreased significantly after weaning. Pancreatic alpha
cell proliferation was as high as 2.5% at the beginning of
suckling but diminished with time to 1.2% in adulthood.
Similarly, alpha cell neoformation was remarkably high on
postnatal day (PN) 4, whereas alpha cell apoptosis was low
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throughout the neonatal period. Moreover, //6 mRNA
exhibited developmental upregulation in the pancreas of
suckling rats, with the highest expression on PN2.
Neutralisation of IL-6 reduced alpha cell mass expansion
and glucagon production. IL-6 staining was detected within
the islets, mainly in the alpha cells. Finally, undernourished
neonates showed altered alpha cell number and function and
delayed appearance of IL-6 in the pancreas.
Conclusions/interpretation These data point to a potential
role for local IL-6 in the regulation of alpha cell growth and
function during suckling.

Keywords Alpha cell mass - Glucagon - Interleukin-6 -
Maternal food restriction - Pancreas development - Suckling

Abbreviations
CD68 Cluster of differentiation 68

IL-6Ab  IL-6-neutralising antibody

IL-6R  IL-6 receptor

IUGR  Intrauterine growth retardation

PN Postnatal day

STAT3  Signal transducer and activator of transcription 3
UN Undernourished

Introduction

The control of glucose homeostasis by the islets of
Langerhans depends mainly on the coordinated secretion
of glucagon and insulin by alpha and beta cells, respectively.
Consequently, the circulating levels of these hormones are
determined by the number and function of these two endo-
crine cell types. There is a large body of evidence indicating
that beta cell mass shows considerable plasticity, increasing
or decreasing in response to nutrients, hormones and growth
factors [1-3]. By contrast, there is scant information
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regarding the identity of the signals regulating alpha cell
number. Studies have reported that plasma glucagon con-
centrations rise sharply in humans [4] and rats [5] during the
early postnatal period. This condition is associated with an
increase in alpha cell mass [6]; however, the trophic factors
that regulate alpha cell function and turnover during the
perinatal period have not been studied. This time is consid-
ered a critical window for endocrine pancreas remodelling
[7, 8], and macrophage infiltrations have been observed as a
normal feature of fetal and neonatal human [9, 10] and
murine pancreas [11]. The functional significance of this
macrophage accumulation remains to be elucidated, but it
has been suggested that macrophages may participate in
postnatal pancreas development because they are able to
secrete numerous substances, such as cytokines and growth
factors, which are known to be implicated in pancreas
regeneration/organogenesis [12].

Cytokines, especially IL-6, merit special attention. In
addition to its immunomodulatory effects, several studies
have shown that IL-6 has a significant impact on non-
immune events, such as glucose homeostasis and metabo-
lism [13]. Indeed, systemically elevated IL-6 levels in obe-
sity are considered a predictive factor for the development
of type 2 diabetes [14]. Local islet IL-6 levels are also
elevated under conditions of metabolic stress in models of
obesity and type 2 diabetes [15], supporting a potential
paracrine/autocrine role for IL-6 in the pancreatic islet under
these conditions. However, the specific role of IL-6 in the
pancreatic islet is still unclear because a potential role for
IL-6 in beta cell survival has also been reported [16]. Re-
cently, pancreatic alpha cells have been identified as a
primary target of IL-6 actions [17], regulating alpha cell
mass expansion and glucagon production and release. How-
ever, knowledge concerning the islet cellular origin of this
cytokine during physiology is sparse. In investigating this
premise in the present study, we found transitory islet-
derived IL-6 in the neonatal rat pancreatic alpha cell.

Increasing evidence points to the fact that cytokine pro-
duction in general, and levels of IL-6 in particular, respond
to dietary regulation. In this context, intrauterine growth
retardation (IUGR) has been linked to the development of
type 2 diabetes in adulthood. The mechanisms underlying
this phenomenon are not fully described, but pancreatic beta
cell dysfunction and beta cell mass reduction are common
findings of studies conducted with nutrition-restricted ani-
mal models [18, 19]. However, despite the importance of
alpha cells and glucagon secretion in the regulation of
glycaemia and nutrient homeostasis, little is known about
the contribution of this endocrine cell type to the relation-
ship between poor fetal and early postnatal nutrition and the
susceptibility to diabetes later in life. In the present study,
using a rat model of maternal undernutrition, which shows
altered alpha cell growth and function, we assessed the

physiological relevance of IL-6 to normal pancreatic alpha
cell development and its contribution to islet adaptation to
nutrient insult.

Methods

Animals and diets Pregnant Wistar rats were used through-
out the study. At birth, litters were uniformed to eight pups per
nursing dam to minimise the effects of litter size on postnatal
growth. The experiments were carried out in at-term fetuses,
in neonates on postnatal days (PN) 4, 14 and 23, and in
3-month-old adult rats. All animals were weighed before
being killed by decapitation, blood samples were collected
and serum was separated and stored frozen at —20°C.
Pancreases were removed, weighed and stored at —70°C.
One series of animals was submitted to food restriction. Preg-
nant rats received 35% of the standard chow ingested by a
control pregnant rat during the third week of gestation and the
suckling period. Four to six pups from at least three separate
litters were studied at each time point and condition.

All studies were conducted according to the principles
and procedures outlined in the National Institute of Health
Guidelines for Care and Use of Experimental Animals and
approved by the Animal Ethics Committee of the
Complutense University of Madrid.

Immunohistochemistry and morphometry Immunohisto-
chemistry was performed as previously described [20]. Sec-
tions at fixed intervals were incubated with rabbit anti-
glucagon antibody (Millipore, Temecula, CA, USA) using
the indirect peroxidase method. Alpha cell relative volume
was determined by calculating the ratio between the area
occupied by glucagon immunoreactive cells and that occupied
by total pancreatic cells. Total alpha cell mass per pancreas
was derived by multiplying the total pancreatic weight by the
alpha cell relative volume. Alpha cell neogenesis was quanti-
fied as the number of single alpha cells and alpha cell clusters
(two to four) incorporated into the ductal epithelium per um?
of the pancreatic area. Results represent the average of five to
six sections per animal from four to six animals from each
experimental group and age.

Alpha cell apoptosis was estimated by TUNEL assay
(ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit;
Millipore) coupled to glucagon staining. For alpha cell
replication, animals were injected with BrdU 50 mg/kg body
weight i.p. (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 1 h before
killing. BrdU-positive cells were detected with a cell prolif-
eration kit (GE Healthcare, Amersham, UK). Alpha cell
apoptosis or replication rate was expressed as the percentage
of apoptotic or BrdU-positive alpha cells, respectively.

For cluster of differentiation 68-positive (CD68+) cell
staining, mouse anti-rat CD68 antibody was used (Abcam,
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Cambridge, UK). The number of CD68+ cells was counted
and expressed per mm? of total pancreatic surface area. For
pancreatic IL-6/IL-6 receptor (IL-6R) localisation, cor-
relative sections were incubated with the primary anti-
bodies goat anti-mouse IL-6 or rabbit anti-mouse IL-6R
(both from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) and rabbit anti-human glucagon, and visualisation
was carried out using appropriate secondary antibodies
coupled to peroxidase or alkaline phosphatase. Specific-
ity of the antibodies against IL-6 and IL-6R was con-
firmed by isotype controls (goat IgG I-5000 and rabbit
IgG 1-1000, both from Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA).

RNA extraction and quantitative RT-PCR Total RNA was
extracted from frozen pancreas or isolated islets using
TRIzol Reagent (Invitrogen, Life Technologies, Madrid,
Spain) and reverse transcribed using a high-capacity cDNA
reverse transcription kit (Applied Biosystems, Life Technol-
ogies). Real-time quantitative PCR analyses were performed
using TagMan probes (Applied Biosystems) to determine
the relative abundance of 7//6 (Rn01410330 ml), ll6r
(Rn00566707_m1) and Gcg (Rn00562293 ml). The com-
parative threshold cycle method was used to calculate the
relative expression. The target gene values were normalised
to the expression of the endogenous reference (18S;
Rn01428913 gH).

IL-6 neutralisation Each rat was injected i.p. with 1, 5, 10
or 15 pg neutralising goat anti-rat IL-6 antibody (IL-6Ab;
Abcam) or PBS on alternate days immediately after birth
until the day they were killed. Serum was collected every
other day and IL-6 concentration was determined by ELISA
(R&D Systems Europe, Abingdon, UK).

Islet isolation and culture, and measurement of glucagon
secretion and content Islets were isolated as previously
described [19, 21] (electronic supplementary material
[ESM] Methods). Glucagon secretion was measured by
RIA in isolated islets after exposure to different glucose
concentrations (ESM Methods).

Western blot Protein samples from islets were prepared as
previously described [22], separated by SDS-PAGE, trans-
ferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) Immobilon
membranes and incubated overnight with the corresponding
primary antibodies (phosphorylated signal transducer and
activator of transcription 3 [STAT3] [Tyr 705]/STAT3 from
Cell Signaling Technology, Barcelona, Spain; and IL-6R
from Santa Cruz Biotechnology). SaOS-2 and HeLa cell
extracts, known to express //6r, were used as positive con-
trols. Immunoreactive bands were visualised using the en-
hanced chemiluminescence (ECL) western blot protocol
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(GE Healthcare). Normalisation of western blot was ensured
by f-actin (Sigma-Aldrich), and the intensity of bands was
quantified by laser scanning densitometry (Molecular Dy-
namics, Sunnyvale, CA, USA).

Analytical determinations For details, see ESM Methods.

Statistics Data are expressed as means+SEM. Significance
was tested using Student’s ¢ test (two-tailed). For multiple
comparisons, one-way ANOVA, followed by Tukey’s or
Tamhane’s test, was performed. The level of significance
was p<0.05. Statistical analysis was performed with SPSS
software, version 19.0 (www.spss.com).

Results

Alpha cell mass increases sharply during suckling Relative
alpha cell mass exhibited a threefold increase from the
fetal period to PN4 and then declined progressively with
age (Fig. 1a). These structural changes in alpha cells were
reflected in circulating glucagon levels (Table 1). The
increase in alpha cell mass during suckling was due to
alpha cell hyperplasia, not only because islet density was
enhanced (Fig. 1b) but also because the alpha cell:beta
cell ratio per islet was higher at this time (Fig. 1c). We
also observed a significant number of isolated clusters of
alpha cells with no contact with beta cells during the
neonatal period. These clusters may be a sign of active
alpha cell turnover. Therefore, to understand the mecha-
nisms that determine the changes in alpha cell mass that
occur with age, we first conducted an estimate of alpha
cell neoformation. We observed that this process notably
increased on PN4 and then progressively decreased until
reaching undetectable values in adulthood (Fig. 1d).
Moreover, the percentage of self-replicating alpha cells
diminished with age, being as high as 3.5% at the end
of gestation, 2.5% at the start of suckling but only 1.2%
in adulthood (Fig. le). Finally, the alpha cell apoptosis
rate was low throughout the neonatal period but doubled
in adulthood (Fig. 1f).

Neonatal pancreas shows a transitory enhancement of 116
mRNA The above results clearly indicate that the physiolog-
ical expansion of alpha cells during development follows a
different schedule from the one described for beta cells and
that other trophic factors are probably involved [7]. Follow-
ing this premise and because alpha cells have been recently
described as primary targets of IL-6 [17], we explored
whether the structural changes in alpha cells observed with
age were correlated with variations in serum IL-6 levels.
However, circulating IL-6 did not show any regulation with


http://www.spss.com

Diabetologia (2013) 56:1098-1107

1101

a b c
@ o
é 40 w 20 5
= * £ )
8s 30 E 15 8
© m * 2 * 8
S0 20 £ 10 2
© o 3 =
= (= Q

2> 10 g 5 o
= - ©
o * 0 * <
[} 0 0 =3
' F PN4 PN14 PN23 A F PN4 PN14 PN23 A < F PN4 PN14 PN23
d e f

Q
8 20 <
3o L2
O — * —
8 X 15 3\0, 8
g - g

o
22 10 o) s 0
R ° L
cs 5 o4 = 05
£ T -
2 o * 8'
xS o0 0 3 0.0

F  PN4 PN14 PN23 A F  PN4 PN14 PN23 A < F PN4 PN14 PN23 A

Fig. 1 Pancreatic alpha cell ontogeny. (a) Relative alpha cell mass
under physiological conditions from the fetal period (F) to adulthood
(A) expressed as alpha cell mass in pg/g body weight (BW). (b) Islet
density. (¢) Changes in islet conformation during the first 3 months of
age. (d) Alpha cell neoformation from ducts was evaluated through
quantification of single alpha cells and alpha cell clusters (two to four)

age under normal physiological conditions (Table 1). By
contrast, local pancreatic expression of //6 experienced
a twofold increase on PN2 compared with fetal values,
followed by a subsequent decrease (Fig. 2a). We found
a simultaneous and notable accumulation of CD68+
cells (a macrophage transmembrane protein) [23] in
perivascular areas, in interlobular connective tissue and
in the vicinity of islets throughout the suckling period
(Fig. 2b, c¢). Immunohistochemical analysis revealed no
association between pancreatic IL-6 and CD68+ cells.
Interestingly, IL-6 staining was detected in the periphery
of islets coinciding with glucagon-positive labelling and
being highly evident until PN4 but barely detectable
afterwards (Fig. 2c). Finally, IL-6R immunoreactivity
was observed within islets throughout the suckling pe-
riod, although staining was weak in the centre of the
islet compared with the periphery, suggesting higher
levels of IL-6R in alpha cells (Fig. 2d).

incorporated into the ductal epithelium per unit of total tissue area. (e)
BrdU labelling index (LI) of alpha cells as a representation of alpha cell
replication rate. (f) Alpha cell apoptosis rate. Apoptotic alpha cells
were quantified on sections double-immunostained for apoptosis and
glucagon. Data are means+SEM (n=4—6 at each age). *p<0.05 relative
toF

Alpha cell mass expansion was partly reduced after IL-6
neutralisation To confirm the role of IL-6 during neonatal
alpha cell mass expansion, the biological activity of this
cytokine was neutralised. Because only neonates that were
administered 15 pg IL-6Ab displayed serum IL-6 concen-
trations below detectable levels throughout the experiment
(Fig. 3a), we used this dose for the following experiments.

Quantitative RT-PCR showed a 50% reduction in pancre-
atic 716 mRNA levels in PN2 neonates injected with IL-6Ab
when compared with those administered PBS (Fig. 3b), to-
gether with a significant decrease (33%) in Gcg expression
(Fig. 3¢). In agreement, IL-6 blockade partially reduced (sham
55.6+1.6 ug/g; IL-6Ab 37.2+£0.5 nug/g body weight) the
relative alpha cell mass increase (Fig. 3d) as well as circulating
glucagon levels (sham 397.0+23.2 ng/l; IL-6Ab 110.2+
17.9 ng/l) (Fig. 3e) observed in non-treated suckling rats of
the same age. These events triggered mild hypoglycaemia in
PN2 neonates injected with IL-6Ab (Fig. 3f).

Table 1 Biological variables in Wistar rats on the last day of gestation (F), during postnatal life and in adulthood (A)

Variable F PN4 PN14 PN23 A

Body weight (g) 5.0+0.05 11.8+0.05% 31.2+0.30%" 65.4+1.12% 1 266.5+2.50% 48
Pancreas weight (mg) 19.6+0.40 25.840.30% 73.0+4.51% " 232.0+6.00% 1 880.4+17.0% 8
Glycaemia (mmol/l) 2.9+40.23 6.7+0.14% 7.7+0.29% 7.3+0.36% 4.5+0.14% 48
Insulinaemia (pmol/l) 1,170.3+51.6 68.8+5.16* 103.3+10.3* 68.8+17.2% 533.5+17.2% 18
Glucagonaemia (ng/l) 98.743.70 458.0+5.50% 533.3+21.0% 114.9+44.0™* 89.3+3.70%%
Serum IL-6 (pg/ml) 155.2+45.6 207.1+60.7 163.1+51.3 266.7+85.2 167.6+49.8

Data are means+SEM (n=3 litters, 24 animals)

p<0.05: *relative to F, T relative to PN4, * relative to PN14, ¥ relative to PN23
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Fig. 2 1I6 expression profile during pancreas development. (a) Quan-
titative RT-PCR analysis of 7/6 expression on rat pancreases of differ-
ent ages normalised for 18S (n=4-6 pancreases at each age). Data are
means+SEM. "p<0.05 relative to at-term fetuses (F). (b) Number of
CD68+ cells in pancreases from rats of different ages (A, 3-month-old
adult rats). Cells were counted and expressed per mm? of total pancre-
atic surface area at each age. Data are means+SEM (one section per rat
and age was analysed; n=4 rats at each age). “p<0.05 relative to F. (c)

IUGR disturbs alpha cell growth and function Maternal
food restriction jeopardises the development of the endo-
crine pancreas, and circulating glucagon has been found to
be decreased in undernourished (UN) neonates [22]. We
therefore questioned whether UN animals showed altered
alpha cell expansion capacity. The assessment of pancreatic
alpha cell mass indicated a dramatic reduction in this vari-
able in UN neonates on PN4. However, it was normalised
on PN14 and experienced a significant increase at the end of
suckling when compared with controls (Fig. 4a). These re-
sults could not be explained by changes in the rate of alpha
cell replication because quantification of this variable
showed defective alpha cell proliferation capacity in UN
rats on PN4 and PN14 (Fig. 4b). By contrast, the number
of alpha cells associated to ducts was markedly higher on
PN14 and PN23 in UN vs controls (Fig. 4c).

To analyse the secretory capacity of alpha cells, isolated
islets from PN4 rats were tested in a static assay at different
glucose concentrations (Fig. 4d). At a low glucose concentra-
tion (0.5 mmol/l), islet alpha cells from control animals
showed a characteristic pattern of glucagon secretion that
was effectively inhibited by high glucose levels (3 and

@ Springer

Representative images of immunohistochemical localisation of gluca-
gon (red), IL-6 (brown) and CD68 (brown) in serial sections of rat
pancreases on PN4. Isotype control staining of IL-6 is indicated. (d)
Representative images of immunohistochemical localisation of gluca-
gon (red) and IL-6R (brown) in serial sections of rat pancreases on
PN4. Isotype control staining of IL-6R is indicated. Scale bars on large
images, 50 um; on inset, 10 pm

21 mmol/l). Nevertheless, the release of glucagon in islets
from UN neonates was only 35% of the value observed at
0.5 mmol/l glucose in control islets. Furthermore, alpha cells
from UN islets did not respond to the increase in glucose
concentration. These alterations seem to be related in part to
changes in Gcg expression (Fig. 4e) and are reflected by
marked hypoglucagonaemia at this age (Fig. 4f).

Islets from UN neonates show defective IL-6R signalling
pathway To further assess the role of IL-6 on alpha cell
expansion, we conducted quantitative RT-PCR analysis of
116 in the pancreas of UN rats. Compared with control
animals, UN rats showed lower //6 mRNA expression at
the end of gestation and on PN4 and PN14. However,
pancreatic 1/6 expression significantly increased in UN rats
at the end of suckling (Fig. 5a). Furthermore, immunostain-
ing of IL-6 also showed delayed detection of this cytokine
within islets from UN rats until PN23 (Fig. 5b).

Next, we performed in vitro studies to test the IL-6R
signalling pathway in UN rats. When IL-6 binds to its recep-
tor, signals are transduced via activation of STAT3 and extra-
cellular signal-regulated kinase signalling, regulating several
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Fig. 3 Alpha cell mass and serum glucagon levels are reduced after IL-6
neutralisation. (a) Serum IL-6 levels after neutralisation. Different doses
(1, 5, 10 or 15 pg per rat every 48 h) of IL-6Ab were administered i.p.
immediately after birth (n=4-5). Data are means=SEM. "p<0.05 relative
to sham-injected neonates. (b) Quantitative RT-PCR analysis of 7/6 ex-
pression normalised for 18S on rat pancreases of different ages injected
with IL-6Ab or sham-injected (n=5-6 for each condition); F, at-term
fetuses. (¢) Quantitative RT-PCR analysis of Gcg expression normalised
for 18S on rat pancreases of different ages injected with IL-6Ab or sham-

downstream targets. First, we detected higher levels of 7/6r
mRNA in islets from UN neonates compared with controls
(Fig. 5c), whereas no differences at the protein level were
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total tissue area (n=4—6 in each experimental group and age). (d)
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injected (n=>5-6 for each condition). (d) Alpha cell mass and (e) serum
glucagon levels from neonates injected with IL-6Ab or sham-
injected (n=4-5). (f) Serum glucose levels from PN2 neonates
injected on PN1 with IL-6Ab or sham-injected (n=4-5). Data are
means+SEM. (b—e) “Tp<0.05, determined by ANOVA, where the
asterisk compares different ages with the same treatment and the
cross symbol compares sham neonates with neonates injected with
IL-6Ab at the same age. White bars, neonates injected with sterile
PBS (sham); black bars, neonates injected with 15 ug IL-6Ab

observed between groups (Fig. 5d). However, time-
dependent phosphorylation of STAT3 was observed after IL-
6 treatment of cultured islets. Maximum phosphorylation of
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Glucagon secretion in response to glucose from isolated islets of
control and UN neonates on PN4 (n=8-10 in each group). (e) Quan-
titative RT-PCR analysis of Gcg expression on isolated islets of control
and UN neonates on PN4 normalised for 18S (n=5 in each group). (f)
Serum glucagon levels measured by RIA in control and UN rats on
PN4 under 16 h fasting conditions (n=8 in each group). Data are
means=SEM. “p<0.05, determined by Student’s ¢ test comparing
control rats with UN rats at each age. White bars, control neonates;
black bars, UN neonates
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Fig. 5 Pancreatic islets from UN neonates show a defective IL-6R
signalling pathway. (a) Quantitative RT-PCR analysis of //6 expression
on rat pancreases of different ages normalised for 18S (n=4 in each
group). Data are means+SEM. “p<0.05, determined by Student’s ¢ test
comparing control rats with UN rats at each age. (b) Representative
images of immunohistochemical localisation of glucagon (red), IL-6
(brown) and isotype control of IL-6 in serial sections of UN rat
pancreases on PN23. Scale bars on large images, 50 um; on insets,
10 pm. (¢) Quantitative RT-PCR analysis of //6r expression on isolated
islets of control and UN neonates on PN4 normalised for 18S (n=5-6

STAT3 protein was observed at 15 min of IL-6 treatment in
both animal groups, although islets from UN neonates showed
a very low response (Fig. 5e). No significant change in total
STAT3 level was observed due to nutritional manipulation or
IL-6 treatment (Fig. Se). These data suggest that alpha
cell/islet IL-6R might be dysfunctional following undernour-
ishment. However, we cannot rule out that IL-6R-induced
STAT3-independent signalling pathways could be mediating
the transcriptional effects of IL-6 in UN islets.

Discussion

Our study had four main findings. First, //6 mRNA and
protein production exhibited developmental regulation in rat
pancreas. Second, pancreatic IL-6 localised within the islets,
mainly in the alpha cells during the suckling period. Third,
short-term IL-6 neutralisation after birth was associated with
decreased alpha cell mass and circulating glucagon levels.
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in each group). (d) Western blot of IL-6R in cultured islets from control
(C) and UN rats on PN4. SaOS-2 and HeLa cell extracts were used as
positive controls. (e) Time course of STAT3 phosphorylation (P; mid-
dle) in the presence of 100 ng/ml IL-6 with its graphical representation
(n=4-6). Data are means:SEM. “7p<0.05, determined by ANOVA,
where the asterisk compares different times of stimulation within the
same population and the cross symbol compares control values with
values obtained in UN islets at the same time. White bars, control
neonates; black bars, UN neonates

Fourth, IUGR disturbs alpha cell growth and function and
alters the ontogenetic profile expression of pancreatic 7/6.
These data point to the potential role of local IL-6 for regula-
tion of alpha cell maturation during suckling.

During the perinatal period, important modifications in sev-
eral physiological functions and, in particular, dramatic changes
in nutrition occur. This condition is associated with a remark-
able increase in alpha cell mass and hyperglucagonaemia. It has
been suggested that the neonatal increase in plasma glucagon
may be related to the stress of birth through activation of the
sympathetic nervous system that results in the release of cate-
cholamines [24], which are potent stimuli of glucagon release
[25]. In addition, catecholamines elevate circulating I1L-6 [26,
27], and IL-6 has been proposed as a factor in the increase in
alpha cell mass in diabetes [17]. However, our study did not
detect any increase in blood IL-6 levels with birth, and to our
knowledge it has not been previously reported. By contrast, IL-
6 levels exhibited developmental upregulation in the pancreas
of newborn rats. Several studies have uncovered IL-6 as a
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cytokine that regulates the growth and maturation of devel-
oping organs, such as the brain in rats [28] or sheep [29].
Accordingly, the suckling period can be considered a crit-
ical window for endocrine pancreas remodelling in rodents
[8, 9]. Therefore, our results suggest that there could be an
ontogenetic regulatory role for IL-6 in normal neonatal
pancreas maturation. Interestingly, our study demonstrates
that islet cells represent one of the major sources of IL-6 in
the early perinatal period. A predilection of IL-6-positive
cells in the periphery of the islet implied a predominant IL-
6 production by alpha cells, which was confirmed by
staining correlative sections for glucagon. Previous studies
have also described pancreatic islet cell production of IL-6
in humans under physiological conditions [30] or in rodent
models of obesity and type 2 diabetes [31, 32].

It seems that IL-6 does not exhibit toxicity to alpha cells,
because the presence of IL-6R in alpha cells detected by us
and others [17] suggests that IL-6 may be involved in the
regulation of alpha cell fate during the neonatal period
through an autocrine loop. Thus, in vitro IL-6 treatment
induces alpha cell proliferation [17], and there is some
evidence of increased islet cell neogenesis in transgenic
mice overexpressing //6 in beta cells [33]. In support of this,
our study shows an active alpha cell self-replication rate and
a remarkable increase in the number of glucagon-positive
cells budding from pancreatic ducts soon after birth, coin-
ciding with a high expression of //6 in the pancreas.

We cannot ascertain from our temporal measurements
whether the changes in //6 expression regulate neonatal
pancreas development and, thus, subsequent alpha cell mat-
uration. Therefore, to confirm the physiological role of IL-6
during suckling, IL-6Ab was administered to the neonates.
IL-6 neutralisation partially reduced alpha cell mass expan-
sion as well as Gcg expression. Consequently, suckling rats
displayed decreased circulating glucagon levels and
hypoglycaemia. This suggests that pancreatic IL-6 is a reg-
ulator of neonatal alpha cell growth and function.

It should be noted that lactation is a specific metabolic
condition characterised by a milk-based diet. The contribu-
tion of milk glucose to the total glucose requirements of the
newborn is no more than 10-40% [24]. This implies that
new gluconeogenic substrates must be supplied to maintain
neonatal glucose homeostasis. Non-esterified fatty acids
derived from the high-fat content of milk are excellent
oxidative substrates for the liver. Glucagon is the dominant
hormone involved in the maturation and regulation of liver
gluconeogenesis and fatty acid oxidation [24]. Thus, we
suggest that alpha cell mass expansion during suckling is
the consequence of a physiological state of increased gluca-
gon demand to ensure the metabolic adaptation of newborns
to extrauterine life, and local IL-6 seems to play a positive
role in this adaptation. Nevertheless, we cannot rule out that
several other factors may also play a role during neonatal

alpha cell expansion, since insulin and IGF-1 receptors are
also expressed in islet alpha cells [34, 35].

The injection of a neutralising antibody during the early
days of postnatal life represents a limitation in our study in
that it restricts us to establishing a cause—effect relationship
between the lack of IL-6 and the subsequent reduction in
alpha cell mass and function, but it does not let us study the
longer-lasting consequences on adult alpha cells. However,
both alpha and beta cells from at-term fetuses can be con-
sidered as immature in their sensitivity to glucose compared
with adult islets [36] and must undergo additional develop-
ment during the postnatal period. Therefore, all dietary and
metabolic events that occur during the perinatal period and
the suckling—weaning transition may induce a change in the
alpha cells from fetal to adult phenotype with altered glu-
cose thresholds and the ability to release glucagon rapidly.
Our data show a continuum in the maturation of glucagon
secretion from birth to adulthood in response to glucose
(ESM Fig. 1). Hence, any deregulation of these processes
due to the abnormal availability of growth factors, such as
IL-6, could be of great importance for the correct adult
pancreatic physiology and might compromise the alpha cell
capacity for adaptation to any later nutritional insult. Like-
wise, Ellingsgaard et al [17] described normal islet architec-
ture and glucose homeostasis in young adult //6 knockout
mice under standard fed conditions, suggesting that IL-6
may not be essential for normal alpha cell development.
However, after an 18-week high-fat diet, //6 knockout ani-
mals exhibited glucose intolerance despite decreased fasting
glucagon levels and no expansion of alpha cells.

The extensive changes experienced by islet cells throughout
neonatal life may render them highly sensitive to any nutri-
tional insult at this time. We and others have previously
reported in rodent models that maternal food restriction signif-
icantly affects beta cell mass in the offspring neonates [22, 37].
Decreased beta cell mass correlates with hypoinsulinaemia and
hypoglycaemia due to increased insulin sensitivity, as we
previously demonstrated in our model [38, 39]. In addition,
we have observed reduced circulating glucagon levels in suck-
ling pups [22], suggesting that islet adaptations to chronic
malnutrition also involve changes in alpha cells. These data
prompted us to consider our rat model suitable for further study
of the role of IL-6 in pancreatic alpha cell maturation and its
contribution to nutritional islet adaptation. In the present work,
we describe impaired alpha cell functionality at the level of
both glucagon production and secretion in UN neonates. This
feature, together with liver glucagon resistance previously
reported in our model [38], is associated with marked com-
pensatory alpha cell hyperplasia at the end of suckling. Simi-
larly, alpha cell hyperplasia was observed in animal models in
which glucagon signalling had been inhibited either by reduc-
tion of glucagon receptor expression [40] or by disruption of
proglucagon processing [41, 42]. In both cases, the increase in
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alpha cell mass was mainly due to alpha cell replication [41,
43]. By contrast, in the present study, UN neonates showed
impaired alpha cell proliferation but enhanced neogenesis.

Interestingly, we also observed a differential expression
pattern of pancreatic /I6 throughout the neonatal period in
food-restricted pups compared with controls. Very few and
contradictory data exist in the literature regarding the regula-
tion of IL-6 in IUGR subjects. Both reduced [44] and in-
creased [45] fetal IL-6 levels have been documented in
IUGR. In our hands, dietary regulation of IL-6 occurred both
at the mRNA and protein level, with defective production of
the cytokine in the early perinatal period and increased levels
close to weaning. These changes in local IL-6 paralleled those
observed in relative alpha cell mass, strengthening the argu-
ment that IL-6 contributes to alpha cell maturation. However,
it would be reasonable to suggest that this differential regula-
tion of IL-6 may influence the risk of developing chronic
diseases later in life. Studies are underway to evaluate this
possibility and to quantify accurately the dynamic changes in
alpha cell population in our [UGR rats fed a high-fat diet.

In summary, using two in vivo rat models of IL-6 blockade
and IUGR, we clearly demonstrated in the present study the
physiological relevance of local IL-6 for normal neonatal alpha
cell mass expansion and functionality. Our results illustrate for
the first time that IL-6 exhibits developmental regulation in the
rat pancreas. In particular, pancreatic //6 expression was en-
hanced acutely at the beginning of the suckling period and was
localised within the islets, mainly in the alpha cells.

Finally, since therapies involving the attenuation of glu-
cagon secretion and action are currently being developed for
the treatment of type 2 diabetes, it will be important to
determine the nature of the mechanisms and factors in-
volved in alpha cell maturation and function. Accordingly,
the suckling period in rodents represents an interesting state
of hyperglucagonaemia and alpha cell hyperplasia to ex-
plore new targets for therapeutic purposes and to understand
how perinatal nutrition determines the development of glu-
cose intolerance in adulthood.
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