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RESUMEN

La obesidad se caracteriza por el almacenamiento excesivo de grasa corporal. El
aumento de grasa visceral, incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas, que no se presentan con el aumento de grasa subcutanea. La prolactina
(PRL) es uno de los factores que podria regular la funcion del tejido adiposo. La PRL
incrementa la ingesta de alimento en ratas hembra y la reduccion farmacolégica de los
niveles de PRL en suero resulta en una disminucion del peso corporal en pacientes
obesos con prolactinomas. Ademas, los animales knockout para el receptor de PRL,
presentan menor masa de tejido adiposo visceral. En el presente trabajo, analizamos el
efecto de la prolactina en la resistencia a la insulina y en la expansion del tejido adiposo
en ratas obesas. Para ello, utilizamos ratas macho Wistar alimentadas con dieta control
(DC) o dieta obesogénica (DO), 4 semanas después de iniciada la dieta se indujo
hiperprolactinemia (HiperPRL) con implantes de bombas osmaticas liberadoras de PRL
por 28 dias, quedando constituidos los siguientes grupos: DC, DC+HiperPRL, DO y
DO+HiperPRL. La hiperprolactinemia disminuy¢ la resistencia a la insulina inducida por
una DO y aument6 la masa del tejido visceral y subcutaneo en animales con DO. La
HiperPRL incrementd la hiperplasia del tejido visceral y subcutaneo, y disminuyé la
hipertrofia solamente en el tejido visceral. La HiperPRL no alter6 la sensibilidad a la
insulina ni la expansion del tejido adiposo en los animales en la DC; tampoco alteré la
ingesta de alimento o el peso corporal en animales en dieta DC o en DO. En
conclusioén, la hiperprolactinemia podria ejercer efectos metabdlicamente benéficos a
través de la modulacion del crecimiento y la proliferacion de los adipocitos en la
obesidad.



SUMMARY

Obesity is characterized by excessive accumulation of body fat. Increased storage of
visceral adipose tissue is associated with bad metabolic outcomes, whereas an excess
of subcutaneous adipose tissue can have neutral metabolic effects. Prolactin (PRL) is a
factor that may regulate adipose tissue function. Preadipocytes and adipocytes from
mice visceral adipose tissue express higher levels of the PRL receptor compared to their
subcutaneous counterparts. PRL can increase food intake in female rats, and reductions
in serum PRL with bromocriptine can result in weight loss in obese patients with
prolactinomas. PRL receptor knockout mice have reduced visceral adipose tissue mass
compared to wild type animals. We analyzed whether hiperprolactinemia (HyperPRL)
influences insulin resistance and adipose tissue expansion in obese rats. Male Wistar
rats were maintained with either a control diet (CD) or a high fat diet (HFD) and 4 weeks
later, both groups were divided to form the following groups: CD, CD+HyperPRL, HFD
and HFD+HyperPRL. HyperPRL was induced by implanting subcutaneous osmotic
pumps releasing PRL for 28 days. We found that HyperPRL significantly reduced HFD-
induced insulin resistance and resulted in larger visceral and subcutaneous adipose
depots in the HFD-fed animals. This was the result of increased hyperplasia in both
subcutaneous and visceral fat but reduced hypertrophy in visceral adipose tissue.
HyperPRL had no effect on insulin sensitivity and adipose tissue expansion on CD-fed
rats, or on food intake or body weight in rats under either CD or HFD. In conclusion,
HyperPRL could exert beneficial metabolic effects by modulating adipocyte growth and
proliferation in obesity.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la prevalencia de obesidad ha alcanzado magnitudes epidémicas,
perjudicando a nifios, adolescentes y adultos. Particularmente en México alrededor del
70% de la poblacién es obesa o tiene sobrepeso, lo que ubica a nuestro pais como el
segundo lugar mundial en obesidad en adultos y el primer lugar en obesidad infantil.
Dado que los programas y tratamientos actuales son insuficientes para normalizar el
peso corporal y prevenir la complicaciones, resulta de gran relevancia entender los
mecanismos Yy los factores que regulan el crecimiento y la funcién del tejido adiposo,
con la finalidad de encontrar blancos terapéuticos para el tratamiento de la obesidad.

Evidencias experimentales sugieren que la prolactina (PRL) podria ejercer efectos
sobre el tejido adiposo, sin embargo, algunos de los resultados son controversiales y
poco reproducibles. En nuestro trabajo, evaluamos el efecto de la PRL en el tejido
adiposo visceral y subcutdneo en condiciones de obesidad y no obesidad. Para ello
implementamos un modelo de obesidad en ratas macho alimentadas con una dieta
obesogénica (DO) que consiste en una dieta alta en grasas, y evaluamos el efecto de la
hiperprolactinemia (HiperPRL), inducida mediante un implante subcutaneo de bombas
liberadoras de PRL, sobre la resistencia a la insulina y la expansién del tejido adiposo

visceral y subcutaneo.

A continuacion se describen brevemente los antecedente que conforman el marco
tedrico de este trabajo y se presentan y discuten los resultados experimentales

obtenidos.



IIl. ANTECEDENTES

II.1 Obesidad

La obesidad es una condicién que se caracteriza por el almacenamiento excesivo de
grasa corporal. Se presenta cuando la ingesta de calorias excede el gasto energético
(Balistreri et al., 2010). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a una
persona como obesa cuando ésta presenta un indice de masa corporal (IMC) mayor a
30 kg/m? y con sobrepeso cuando el IMC es mayor a 25 kg/m?. Segtn la OMS, hay mas
de un billon de adultos con sobrepeso en todo el mundo y 300 millones de estas
personas son clinicamente obesas (Cao, 2010). Particularmente en México alrededor
del 70% de la poblacién es obesa o tiene sobrepeso (ENSANUT, 2006).

Durante la obesidad, el metabolismo de un organismo se encuentra alterado,
normalmente este proceso esta regulado por el estado nutricional, el gasto energético y
sefiales hormonales. En la regulacion de la homeostasis metabdlica, que consiste en el
mantenimiento de un suministro constante de sustratos que pueden ser oxidados para
proporcionar energia, participan érganos como el pancreas, el higado y el tejido
adiposo. Los principales combustibles del cuerpo son la glucosa, acidos grasos y los
cuerpos cetbnicos, y las reservas de esta energia son el glucégeno del higado, los
triacilglicéridos del tejido adiposo y las proteinas del musculo (Van den Berghe, 1991).
Pero ademas, el metabolismo de la glucosa esta controlado por el pancreas, a través

de la secrecion de insulina y glucagon.

[1.2 Tejido adiposo
El tejido adiposo es un oOrgano altamente especializado para el almacenamiento de
grasa corporal. Es un tejido de origen mesenquimal, que tiene un papel fundamental en
la regulacion de la homeostasis metabdlica, a través del almacenamiento y la liberacién
de acidos grasos y la secrecion de hormonas y citocinas (Diamond, 2002). El tejido
adiposo esta formado por varios tipos de células (Figura 1). El principal tipo celular son
los adipocitos, que son células maduras que tienen la capacidad de almacenar lipidos,
mientras que los preadipocitos, son células unipotenciales que estan comprometidos al
linaje de adipocitos (Ben-Jonathan et al., 2007). Ademas, estan presentes fibroblastos,
2



células endoteliales y células inmunes, como los macréfagos, asi como células
pluripotenciales que pueden dar origen a distintos tipos celulares incluyendo a los
adipocitos (Cook y Cowan, 2009). La obesidad resulta de la hipertrofia (aumento del
tamafio de las células) y de la hiperplasia (aumento del nimero de células) de los
adipocitos (Otto y Lane, 2005). La hipertrofia de los adipocitos se caracteriza por un
estado hiperlipolitico, es decir, aumenta la hidrolisis de triacilglicéridos, que es
resistente al efecto antilipolitico de la insulina (Després y Lemieux, 2006). Por otro lado,
durante la obesidad incrementa la infiltracion de macréfagos al tejido adiposo, los
macréfagos aumentan la cantidad de moléculas inflamatorias circulantes, que junto con
el exceso de lipidos en la circulacion provocan el desarrollo de resistencia a la insulina
en diversos tejidos. Ademas, se ha visto que los macrofagos inhiben la diferenciaciéon
de los adipocitos, favoreciendo el desarrollo de hipertrofia de estas células y alterando
la secrecion de adipocinas (mediadores quimicos producidos por el tejido adiposo)
(Heilbronn y Campbell, 2008).

Matriz \

Adipocitos

maduros }'/ 0
\ O
musculo liso
o
Macréfagos O s 0
o o

Preadipocitos

Células del

Vasos
sanguineos

Células
endoteliales

0
_Z@‘zg‘?“ Células

pluripotenciales

Figura 1. Tipos celulares del tejido adiposo. El tejido adiposo estd compuesto por adipocitos
maduros, preadipocitos, macrofagos, células endoteliales, células del muasculo liso y células
pluripotenciales (Schaffler et al., 2005).



[1.2.1 Tipos de tejido adiposo

Existen dos tipos de tejido adiposo, el café o pardo (TAC) y el blanco (TAB). El TAC
metaboliza los acidos grasos y proporciona energia para la produccion de calor; se
caracteriza por una alta densidad de mitocondrias y bajo almacenamiento de lipidos
(Whittle et al., 2011). EI TAB regula la homeostasis de la energia a través de su
capacidad de almacenar y liberar lipidos, asi como de la secrecion de multiples
sustancias que afectan la ingesta de alimento, el balance energético, la sensibilidad a la
insulina, y el metabolismo de lipidos y glucosa. Por su parte, TAB se clasifica en grasa
visceral y subcutanea. Los depdsitos de grasa subcutanea son los que se encuentran
debajo de la piel de gluteos, abdomen y muslos. La grasa visceral son los depdésitos de
grasa mesentérica, omental y perirrenal (Cook y Cowan, 2009); la grasa visceral que se
encuentra dentro de la cavidad abdominal que rodea a los 6rganos internos representa
alrededor del 20% de la grasa corporal total en hombres y el 6% en la mujeres
(Wajchenberg et al., 2002) (Figura 2). Los adipocitos de ambos tejidos tienen distintas
caracteristicas, por ejemplo, presentan patrones diferenciales de expresion de genes

(Gesta et al., 2007), y son morfolégica y funcionalmente diferentes (Tabla 1).

Tejido adiposo café Tejido adiposo blanco

Subcutaneo

Cervical
Craneal

. Facial
Supraclavicular

-
Paravertebral ﬁ

— / 1
}J Pericardiaca
| " )
e i Bl Intra-abdominal
f 4
Y

Otros sitios

\ Retro-orbital
Regién periarticular
Médula 6sea

Intramuscular

Omental

Retroperitoneal

Visceral
Abdominal

Glateos

Figura 2. Distribucion corporal de los diferentes tipos de tejido adiposo: café y blanco
(subcutaneo y visceral) (Gesta et al., 2007).



[1.2.2 Funciones del tejido adiposo

Los adipocitos maduros, llevan a cabo la mayor parte de las funciones del tejido
adiposo, ya que tienen la capacidad de metabolizar la glucosa, almacenar y liberar
acidos grasos y secretar hormonas Yy citocinas particulares, las adipocinas
(Brandebourg et al., 2007). Es por esto, que al tejido adiposo se le considera un 6rgano
endécrino que afecta las funciones de diversos 6rganos como cerebro, higado,
pancreas y masculo, y por lo tanto es un regulador central de la homeostasis
metabdlica de todo el organismo, a través de regular el balance de energia, la

sensibilidad a la insulina y respuestas inflamatorias (Rexford, 2006).

Tabla 1. Principales caracteristicas de las células adiposas. Se presenta una comparacion entre
las células adiposas viscerales y subcutaneas (Wajchenberg et al., 2002).

Factor bioquimico Diferencia regional Efecto fisiologico
» ; ; ’ ; Aumenta la sensibilidad a la
Secrecion de adiponectina Subcutaneo > Visceral _ _
insulina
» ) ) ) Aumenta la sensibilidad a la
Secrecion de leptina Subcutaneo > Visceral

insulina
- _ ’ Mayor almacenamiento de
Respuesta a glucocorticoides Visceral > Subcutaneo o
triacilglicéridos

Secrecion de _ ) Promueve diferenciacion de
_ o Visceral > Subcutaneo o
angiotensinégeno preadipocitos

» ; ; _ ’ Estimula respuestas
Secrecion de interleucina 6 Visceral > Subcutaneo ; _
inflamatorias
Estimula respuestas
Secreciéon de TNF « Visceral > Subcutaneo inflamatorias, promueve la

resistencia a la insulina

[1.3 Adipocinas
El tejido adiposo blanco secreta una gran variedad de hormonas y citocinas
denominadas adipocinas. Entre ellas la adiponectina, es secretada exclusivamente por

el tejido adiposo y es una proteina muy abundante en el plasma (Galic et al., 2010). La



adiponectina circula en forma de trimeros, hexameros o formando un complejo de alto
peso molecular (Rexford, 2006). Existe una fuerte correlacion entre la concentracién de
adiponectina en plasma y la masa corporal, ya que durante la obesidad se reducen los
niveles de adiponectina mientras que una pérdida de peso incrementa los niveles de
adiponectina (Matsubara et al., 2002). Se ha visto claramente que la adiponectina
estimula la sensibilidad a la insulina en modelos de obesidad. Ademas se ha reportado
gue la adiponectina estimula la oxidacién de acidos grasos y la absorcion de glucosa en

el masculo esquelético y en el tejido adiposo (Galic et al., 2010).

Por su parte, los niveles circulantes de otra adipocina, la leptina, se incrementan con la
ganancia de peso y disminuyen con la pérdida de peso (Havel et al., 1996). Existe una
correlacion positiva entre los niveles circulantes de leptina en suero y la masa de tejido
adiposo. La leptina inhibe el apetito, estimula la termogénesis, aumenta la oxidacién de
acidos grasos, disminuye la glucosa, el peso corporal y los depésitos de grasa (Rexford,
2006).

El factor de necrosis tumoral a (TNFa) es sintetizado como una proteina de membrana
gue se somete a una protedlisis por metaloproteasas para ser liberado a la circulacion
como una molécula soluble de 17 KDa (Galic et al., 2010). Los adipocitos son capaces
de producir TNFa y se sugiere que los adipocitos son los principales responsables de
gue los niveles de esta molécula aumenten durante la obesidad. Pero ademas, los
macréfagos que se encuentran en la fraccion estromo-vascular del tejido adiposo son
una fuente muy importante de TNFa, que ademés estimula la infiltracion de macréfagos
al tejido adiposo (Weisberg et al., 2003).

Los niveles de interleucina-6 (IL-6) se incrementan en la diabetes tipo 2 y correlacionan
positivamente con la masa del tejido adiposo y la concentracion de acidos grasos libres
(Lazar, 2005). Aproximadamente 1/3 de la IL-6 detectada en plasma es atribuida a la
produccion por el tejido adiposo (Mohamed-Ali et al., 1997). En adipocitos y hepatocitos
se ha demostrado que la IL-6 inhibe la via de sefializacion de la insulina (Rotter et al.,
2003).



Il.4 Riesgos metabdlicos

Es importante destacar que la acumulacion excesiva de tejido adiposo tiene un papel
metabdlico distinto dependiendo del depdsito de grasa en el que ocurra (Figura 3). El
aumento de grasa visceral, incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades
metabdlicas tales como intolerancia a la  glucosa, hiperinsulinemia,
hipertriacilglicerindemia, hipertension y alteracion en los niveles circulantes de
lipoproteinas (Rexford, 2006), mientras que el aumento de grasa subcutanea no ejerce
tal riesgo (Gesta et al., 2007). Las complicaciones metabdlicas relacionadas con la
grasa visceral, pueden estar basadas en la anatomia y el hecho de que este tejido
drena los &cidos grasos libres y adipocinas a la circulacién portal, donde puede actuar
preferentemente en el higado y afectar su metabolismo (Tran y Kahn, 2010). Sin
embargo, también puede deberse a que los adipocitos viscerales son intrinsecamente
distintos a los subcutaneos (Gesta et al., 2007).

I1.5 Obesidad y resistencia a la insulina

Asi pues, la obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
patologias tales como diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, dislipidemias,
higado graso, Alzheimer y algunos tipos de cancer (Cao, 2010). Estas enfermedades
tienen como factor comun a la resistencia a la insulina, es decir, una disminucién en la

respuesta de los tejidos a las acciones de la hormona.

La insulina desencadena una compleja cascada de sefializacién en tejidos como el
higado, musculo esquelético y tejido adiposo. Algunos de los efectos de la insulina son
mediados por la cinasa de inositol trifosfato (IP-3K), la cual activa a Akt (proteina cinasa
B), la PKC (proteina cinasa A) y JNK (cinasa c-Jun N-terminal). Akt en particular media
muchos de los efectos metabdlicos inducidos por la insulina, como son la inhibicion de
la gluconeogénesis, la sintesis de glucégeno y la sintesis de proteinas, mientras que la
PCK activa la sintesis de lipidos. En contraste, los efectos de la insulina en la
proliferacion son mediados principalmente por ERK1 y ERK2 (cinasas reguladas por
sefiales extracelulares), independientes de IP-3K. Finalmente la absorcion de glucosa
regulada por la insulina, es a través de Akt, PKC y el complejo CAP/Cbl (proteina
asociada a la adenilato ciclasa/receptor a canabinoides tipo 1) (Taniguchi et al., 2006).
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La resistencia a la insulina es el resultado de la activacién de diversos mecanismos

incluyendo la inflamacién, la lipotoxicidad y el estrés del reticulo endoplasmatico.

Cuerpo en forma de
pera

/ \5 Incrementa grasa

e / \ subcutanea

Bajo riesgo de padecer

Acumulacién de grasa , diabetes y sindrome
IMC>30 p LS metabolico

Cuerpo en forma de
manzana

Incrementa grasa
visceral

Delgado
IMC<25

Alto riesgo de
padecer diabetes y
sindrome metabdlico

Figura 3. Acumulacién de grasa visceral y subcutanea. Un aumento en la acumulacion de grasa
visceral, presenta riesgos metabdlicos que no se presentan con el almacenamiento de grasa
subcutanea (Gesta et al., 2007).

Existen dos teorias que explican como la resistencia a la insulina es causada por la
obesidad. La primera hipotesis plantea a la inflamacion como el agente causal. Durante
la obesidad la activacién e infiltracibn de macréfagos ocurre comunmente en el tejido
adiposo de ratones y humanos. Esto se asocia con un incremento en la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias como el TNFa, la IL-13 (interleucina 1B) y la IL-6, resultando
en un estado inflamatorio en otros tejidos como musculo e higado (De Luca y Olefsky,
2008). La inflamacion puede producir resistencia a la insulina a través de incrementar la
fosforilacion del SRI-1 (sustrato del receptor de insulina) en el residuo de serina 307
gue impide su activacion, por ejemplo, inicia la formacién de un complejo de
multiproteinas que dispara la activacion de JNK, a su vez, JNK fosforila a SRI-1 en Ser-
307; la fosforilacion de Ser-307 puede interferir con la funcidon de SRI-1 interrumpiendo
la interaccion con el receptor de insulina. Ademas, la fosforilacion de la serina 307
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también altera la localizacién intracelular de SRI-1 e induce su degradacion (Biddinger y
Emanuelli, 2010). Por otro lado, la IL-6 induce la transcripcién de proteinas SOCS
(proteina supresora de la sefializacion por citocinas), particularmente, SOCS-1 y SOCS-
3 que disminuyen la sefalizacion de la insulina. En primer lugar, SOCS-1 y 3
interactian con el receptor de insulina lo que puede prevenir la unién del SRI o
disminuir la actividad cinasa del receptor de insulina. En segundo lugar, las SOCS
promueven la degradaciéon del SRI (Taniguchi et al., 2006). Cabe mencionar que la IL-6
también estimula la formacién de TRAF (factor asociado al receptor TNF) y TAK (cinasa
activada por el factor de crecimiento transformante), las cuales activan a IKK (cinasa del
factor inhibitorio kappa B). IKK es un mediador central de la respuesta inflamatoria, ya
que activa al factor de transcripcion NFkB (factor nuclear kappa B). NFkB estimula la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1B e IL-6, es asi, como
promueve la inflamacién y la resistencia a la insulina (De Luca y Olefsky, 2008; Samuel
et al., 2010).

La otra teoria propone que la lipotoxicidad es la causa de la resistencia a la insulina en
la obesidad. Los &cidos grasos libres producidos por el tejido adiposo promueven
inflamacion activando la via de los receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR). Los TLR forman un
complejo de proteinas que contienen TRAF, y activan las vias de JNK e IKK/NFkB
(Biddinger y Emanuelli, 2010). Por otro lado, el exceso de acidos grasos también puede
ser depositado en tejidos como el higado y el musculo, donde se forma diacilglicerol
(DAG) y otros metabolitos lipotoxicos, como el gangliosido GM3 o ceramidas (Samuel et
al., 2010). DAG activa JNK, PKC® y PKCe. PKC® esta presente en el musculo y
estimula la activacion de IKK y JNK, mientras que, PKCe esta presente en el higado e
interactla directamente con el receptor de insulina disminuyendo su actividad. El
gangliésido GM3 y las ceramidas, se ha reportado que inducen resistencia a la insulina
interfiriendo con la activacion del receptor de insulina y Akt, respectivamente (Biddinger
y Emanuelli, 2010).

Es evidente que, a través de estos mecanismos, el tejido adiposo juega un papel central
en la regulacién del metabolismo energético de todo el organismo asi como en el
desarrollo de la resistencia a la insulina, por ello se han dedicado grandes esfuerzos
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para entender como se regula su expansion, crecimiento y funcién tanto en la salud

como en condiciones patoldgicas.

11.6 PRL, tejido adiposo y obesidad

Uno de los factores que podria estar involucrado en la regulacion del crecimiento y el
metabolismo del tejido adiposo en condiciones fisioldgicas y patoldgicas es la hormona
prolactina (PRL). La PRL es una proteina de 23 kDa producida principalmente por la
hipdfisis cuya secrecién se encuentra regulada por un tono dopaminérgico inhibitorio
hipotalamico constante (Ben-Jonathan et al., 2007). La PRL, es una hormona
multifuncional que tiene un papel enddcrino, autdcrino y paracrino, ya que se produce
también en sitios extrahipofisiarios. La PRL es esencial para la iniciacion vy
mantenimiento de la lactancia, pero ademas es una hormona muy versatil con
funciones asociadas a la reproduccion, crecimiento y desarrollo, osmorregulacion,
metabolismo, regulacion de la respuesta inmune y del comportamiento (Clapp et al.,
2009). Esta hormona se expresa y secreta por el tejido adiposo blanco en humanos
(Ben-Jonathan et al., 2006). Sus receptores (RPRL), estan expresados en casi todos
los 6rganos, incluyendo TAB y TAC, en donde se han encontrado las isoformas larga y
corta de dichos receptores. Ademas, los RPRL se expresan en concentraciones
mayores tanto en los preadipocitos como en los adipocitos del tejido visceral
comparado con el tejido subcutaneo (Macotela et al., 2012; Gesta et al, 2006).

En modelos in vitro, utilizando lineas celulares, se ha observado que los niveles de PRL
y su mRNA aumentan durante la diferenciacién de los preadipocitos hacia adipocitos
maduros (Hugo et al., 2006). Ademas, en una linea celular de preadipocitos, las células
3T3-L1, la PRL es capaz de estimular la diferenciacion hacia adipocitos maduros
(Stewart et al., 2004). En explantes de tejido adiposo subcutaneo humano se ha
observado que la PRL inhibe la secrecién de adiponectina (Nilsson et al., 2005). En
ratones, la PRL disminuye la actividad de la lipoproteina lipasa y de la acetil CoA
carboxilasa en el tejido adiposo (Barber et al., 1992). La funcién de la lipoproteinalipasa
es hidrolizar el complejo de triacilglicéridos y lipoproteina, mientras que la acetil CoA
carboxilasa y la acido graso sintasa catalizan la formacion de cadenas de 4cidos grasos
(Large et al., 2004). Se ha examinado la relacion de la PRL con la leptina, pero no se
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han encontrado resultados claros. En cultivos de adipocitos de ratén, la PRL inhibe la
secrecion de leptina inducida por insulina (Ling y Billig, 2001), y disminuye la liberacion
de leptina en cultivos de adipocitos provenientes de tejido adiposo visceral de rata (Flint
et al., 2006; Brandebourg et al., 2007). En los ratones knockout para el receptor de PRL
(RPRL-/-), disminuye o no cambia la concentracion de leptina (Freemark et al., 2001;
Fleenor et al., 2005). Se sugiere que la PRL ademas, puede regular la ingesta
alimenticia. En este sentido, estudios con ratas hembra, muestran que la PRL aumenta
la ingesta de alimento, algunas veces de manera dosis dependiente (Gerardo-Gettens
et al., 1989; Naef y Woodside, 2007). Ademas, la inyeccion de PRL en el nucleo
paraventricular aumenta la ingesta de alimento, lo que podria indicar que ademas de su
accion en el tejido adiposo, la PRL regula el sistema hipotalamico orexigénico y
anorexigénico que regula el apetito (Sauvé y Woodside, 2000). Sin embargo estos

resultados son controversiales y no siempre reproducibles.

Por otro lado, pacientes con hiperprolactinemia debido a la presencia de tumores
adenohipofisiarios (prolactinomas) presentan una mayor prevalencia de obesidad que la
poblacién en general (dos Santos Silva et al., 2010). Sin embargo el tratamiento con
drogas que reducen los niveles de PRL, tales como la bromocriptina (un agonista
dopaminérgico) ha arrojado resultados variables. En algunos casos, se ha observado
disminucién del peso corporal de los pacientes y en otros casos no se genera ningun
cambio (Doknic et al., 2002). Ademas, no se sabe si los efectos observados se deben a
la disminucién de la PRL circulante o al efecto de la bromocriptina sobre los receptores

dopaminérgicos fuera de la hipdfisis.

Quiza la evidencia mas directa de los efectos de la PRL en el tejido adiposo, pero
dependiente del sexo, proviene de los animales RPRL-/-. En las hembras RPRL-/-, el
tejido adiposo es de menor tamafno que en animales silvestres. El peso corporal de las
hembras también es menor en los ratones RPRL-/- que en los silvestres. Mientras que
el peso total de los animales macho, la masa del tejido adiposo y la ingesta alimenticia
se mantienen normales (Freemark et al., 2001).
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Ademas de los efectos ya descritos, la PRL regula diversas funciones que pueden
alterar directamente el desarrollo y la expansion del tejido adiposo, por ejemplo sus
efectos sobre la angiogénesis. La angiogénesis es esencial para el crecimiento y
expansion de los tejidos, incluyendo el tejido adiposo durante la obesidad (Cao, 2010).
La PRL puede estimular e inhibir la angiogénesis directa e indirectamente via su
metabolizacién a vasoinhibinas (Clapp et al., 2009), de tal manera que la PRL puede

afectar el crecimiento y la funcion del tejido adiposo mediante diversos mecanismos.

12



1. JUSTIFICACION

La obesidad es una condicién que ha alcanzado proporciones epidémicas en muchas
partes del mundo, no solo en adultos sino recientemente también en nifios y
adolescentes. Ademas, es el principal factor de riesgo para una gran gama de
patologias. El tratamiento actual solo incluye cambios en el estilo de vida, como dieta y
ejercicio fisico, o eliminaciébn de grasa por medio de cirugias; este ultimo, es un
procedimiento costoso y presenta un alto riesgo para la salud. Dichos métodos suelen
ser insuficientes para normalizar el peso corporal y prevenir las complicaciones. Estas
complicaciones estan relacionadas con el aumento en el almacenamiento de grasa
visceral, ya que no se presentan con el almacenamiento excesivo de grasa subcutanea.
Por lo anterior, resulta esencial entender los mecanismos y los factores que regulan la
expansion y la funcién del tejido adiposo, con el fin de encontrar blancos terapéuticos
para el tratamiento de esta enfermedad.

La hormona PRL puede tener un papel relevante tanto en el crecimiento como en la
funcién metabdlica del tejido adiposo. Se ha visto que la PRL es capaz de estimular la
ingesta de alimento en ratas hembra, la presencia de prolactinomas se ha asociado con
sobrepeso en humanos y la masa del tejido adiposo visceral es menor en ratones
RPRL-/- respecto a los animales silvestres. En este trabajo nos intereso investigar si la
PRL puede afectar la funcién del tejido adiposo tanto en condiciones de homeostasis
como en condiciones de expansion patolégica como es el caso de la obesidad. Para
conocer el efecto de la PRL sobre el tejido adiposo durante la obesidad,
implementamos un modelo de obesidad en ratas inducido por una dieta alta en grasas
(obesogénica) y evaluamos el efecto de la hiperprolactinemia en estos animales. Los
paradmetros estudiados fueron la ingesta de alimento, el peso corporal y la sensibilidad a
la insulina. Ademas, en el tejido adiposo se evalué6 el peso del tejido y la morfologia de
los adipocitos.
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V. HIPOTESIS

La prolactina estimula el crecimiento del tejido adiposo y disminuye la resistencia a la

insulina inducida por una dieta obesogénica.

V. OBJETIVOS

V.1 General
Determinar el efecto de la prolactina en el tejido adiposo visceral y subcutaneo asi

como en la resistencia a la insulina en animales obesos y no obesos.

V.2 Especificos

e Evaluar si niveles elevados de prolactina en sangre modifican el peso
corporal y la ingesta de alimento, en animales con dieta control y con dieta
obesogénica.

» Analizar el efecto de la prolactina en pardmetros metabdélicos como tolerancia
a la glucosa y sensibilidad a la insulina, en animales obesos y no obesos.

« Determinar si la prolactina regula el crecimiento del tejido adiposo visceral y
subcutaneo evaluando su peso y su morfologia, en animales obesos y no

obesos.
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V. METODOLOGIA

VI.1 Animales y modelo de obesidad

Se usaron ratas macho Wistar de 4 semanas de edad, se les mantuvo con agua y
alimento ad libitum bajo ciclos de luz oscuridad de 12 h. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en cuatro grupos: 1) dieta control (DC), 2) DC+HiperPRL, 3) dieta
obesogénica (DO) y 4) DO+HiperPRL. En la dieta control el 13% de las calorias
proviene de lipidos, mientras que en la dieta obesogénica (alta en grasas) el 60% de las
calorias proviene de lipidos. Los animales se mantuvieron en las dietas respectivas
durante 8 semanas, mientras que el tratamiento de HiperPRL se indujo después de 4
semanas del inicio de la dieta. Los animales se anestesiaron en una cadmara saturada
de dioxido de carbono para posteriormente ser decapitados (aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM). Se colectaron muestras de sangre y se
disecé el tejido adiposo visceral y subcutaneo y el higado. Los tejidos se pesaron y se

almacenaron para el andlisis histolégico.

VI.2 Induccién de hiperprolactinemia

Los niveles de PRL se incrementaron supra-fisiologicamente mediante el uso de
implantes subcutaneos de bombas ALZET (Adler, 1986), capaces de liberar una dosis
constante de PRL ovina (Sigma-Aldrich L6520) al torrente sanguineo (0.16 mg/Kg/dia)
durante 28 dias, lo que resulta en una dosis de mas de 20 ng/mL de PRL en el suero (la
concentracion fisiologica es menor a 20 ng/mL).

VI.3 Peso corporal e ingesta de alimento
Se monitoreo el peso corporal y la ingesta de alimento de los animales, una vez a la

semana durante las 8 semanas del tratamiento.

VI.4 Ensayo de tolerancia a la glucosa

El ensayo de tolerancia a la glucosa se realiz6 una semana antes del sacrificio de los
animales para que recuperaran su estado fisiolégico. Los animales permanecieron en
ayuno durante 12-14 h antes del experimento. Se midieron los niveles de glucosa en
sangre, mediante un pequefio piquete con una lanceta en la punta de la cola del animal
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y el uso de un glucometro. La primera medicién (tiempo 0) fue antes de la
administracion de una dosis de 2 g/kg de glucosa via intraperitoneal. Posteriormente, se
midieron los niveles de glucosa a diferentes tiempos (15, 30, 60 y 120 min), después de
la administracion de la glucosa. Finalmente, se graficé el tiempo contra los niveles de

glucosa (mg/dL) en sangre.

VI.5 Ensayo de tolerancia a la insulina

A los animales se les retird el alimento 2 h antes del experimento, el ensayo se realizd
una semana antes del sacrificio de los animales para que recuperaran su estado
fisiologico. Se midieron los niveles de glucosa en sangre (tiempo 0), antes de la
administracion de una dosis de 0.75 U/kg de insulina via intraperitoneal.
Posteriormente, se midieron los niveles de glucosa a diferentes tiempos (15, 30, 60 y
120 min), después de la administracion de la insulina. Se graficd el tiempo contra los
niveles de glucosa en sangre en mg/dL.

V1.6 Bioensayo Nb2

Los animales fueron sacrificados en una camara saturada con CO,, para
posteriormente ser decapitados. Se recolect6 la sangre y se centrifugé 10 min a 3 000
rpm para obtener el suero. Se midieron los niveles de PRL en el suero utilizando el
bioensayo de células Nb2 de acuerdo al método previamente descrito (Tanaka et al.,
1980). Estas son una linea celular derivada de un linfoma murino cuya proliferacion
ocurre en funcion directa de la concentracién de PRL. En primer lugar, las células se
mantuvieron de 4-7 dias en medio de mantenimiento. Este medio se preparé con medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 10% de suero de caballo, 10% de suero
fetal bovino, penicilina-estreptomicina (1:100 v/v) y 1.5 pyL/L de 2-mercaptoetanol, se
ajusté a pH 7.4 y se filtr6. Posteriormente, 24 h antes del ensayo las células se
sincronizaron en medio estacionario para detener su proliferacion, se sembraron 1x10°
células/mL. El medio estacionario se preparé con medio DMEM, 10% de suero de
caballo, 1% de suero fetal bovino, penicilina-estreptomicina (1:100 v/v), 1.5 pyL/L de 2-
mercaptoetanol, se ajustd a pH 7.4 y se filtré. El dia del bioensayo, las células se
resuspendieron en medio de bioensayo para tener 625 000 células/mL. El medio de
bioensayo se preparé con DMEM, 10% de suero de caballo, penicilina-estreptomicina
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(2:100 v/v) y 1.5 pL/L de 2-mercaptoetanol se ajusté a pH 7.4 y se filtr6. Después, se
realizaron dos curvas estandar de PRL ovina y PRL de rata (0, 6.6, 13.3, 26.6, 53.3,
106.6, 213.3, 426.6, 853.5, 1666.6, 16666.6 y 70000 pg/mL), diluyendo en medio de
bioensayo. Para montar el ensayo en placas de 96 pozos, se adicionaron 120 pyL de
cada una de las diluciones de la curva. Para las muestras problema, se adicionaron 15
puL de suero, anticuerpo a una dilucion 1:1000 (aPRL-ovina 6 aPRL-rata) y medio de
bioensayo (aforando a 360 pL). A todos los pozos, se les adicionaron 80 pL de medio
de bioensayo con células (para tener 50 000 células/pozos) y se incub6 por 72 h.
Después, se adicionaron 20 pL de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo] bromuro de 2,5
difeniltetrazolio) obteniendo una concentraciéon de 5mg/mL, se dej6 reposar 3 h a 37 °C
y se adicionaron 150 pL de SDS-HCI (10%). Se resuspendié completamente y se midid
a 595 nm. Con esto, se obtuvo la respuesta proliferativa de las células Nb2 con las
muestras problema. Estos datos se interpolaron a la curva estandar y se obtuvo la
concentracion de PRL.

VI.7 Histologia

Al término de las 8 semanas en la dieta respectiva, los animales se sacrificaron en una
camara saturada con CO.. El tejido adiposo visceral y subcutaneo se diseco, se pesoé y
posteriormente se fij6 en formalina al 10% durante 24 h. Una vez fijadas las muestras
se sometieron a un proceso de deshidratacion, utilizando el siguiente protocolo: 1 h en
etanol 60%, 1 h en etanol 70%, 1 h en etanol 80%, 1 h en etanol 96%, 1 h en etanol
96%, 1 h en etanol absoluto, 1 h en etanol absoluto, 1 h en etanol 50% - xileno 50%, 1 h
en xileno, 1 h en xileno, 1 h en parafina y finalmente otra hora en parafina. Después se
incluyeron en parafina, y con estos blogues se hicieron cortes del tejido de 10 ym de
grosor. Los cortes se tifieron con hematoxilina/eosina con el siguiente tren de tincién: 5
min en xileno, 5 min en xileno, 3 min en etanol 100%, 3 min en etanol 100%, 3 min en
etanol 96%, 3 min en etanol 96%, 3 min en etanol 80%, 10 min en agua de la llave, 8
min en hematoxilina, 10 min en agua de la llave, 3 min en solucion diferenciadora, 10
min en agua de la llave, 1 min en etanol 80%, 2 min en eosina, 3 min en etanol 96%, 3
min en etanol 96%, 3 min en etanol 100%, 3 min en etanol 100%, 3 min en xileno, 3 min
en xileno. Para determinar el tamafio de los adipocitos, se midié el diametro mayor de
3600 adipocitos por tratamiento, obtenidos de 40 adipocitos de 9 campos por animal,
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utilizando 10 animales por tratamiento. Finalmente, de cada uno de los 9 campos, se

conto el nimero de adipocitos que cabian en una determinada area (Lemonnier, 1972).

V1.8 Andlisis estadistico

Los datos se muestran como los promedios + el error estandar. Se utilizé un andlisis de
varianza de una via (ANOVA) y un ANOVA de medidas repetidas seguido de una
prueba de Tukey, para la cual se considerd una diferencia estadisticamente significativa
de p<0.05.
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VIl. RESULTADOS

VII.1 Induccién de hiperprolactinemia (niveles de PRL en sangre)

Se cuantificaron los niveles de PRL total (PRL de rata y ovina) en el suero de los
animales de cada uno de los tratamientos para corroborar que la induccion de
hiperprolactinemia fue exitosa (Figura 4). En los animales implantados con bombas
liberadoras de PRL se observo un nivel de 93.33+5.89 ng/mL en la DC y 77.7£10.25
ng/mL en la DO [F(3,19)=15.28; p<0.0001], cabe mencionar que un nivel superior a 20
ng/mL es considerado como HiperPRL (Verhelst y Abs, 2003).

120 ) )

=
o
o

80

60

40

Prolactina total ng/mL

20

DC DC+HiperPRL DO DO+HiperPRL

Figura 4. Induccion de hiperprolactinemia. Los niveles circulantes de PRL se determinaron a las
8 semanas de exposiciéon a la dieta control (DC) o dieta obesogénica (DO) en animales
implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas después de la
exposicion a las dietas. La concentracion de PRL se evalué por medio del bioensayo Nb2. Las
lineas discontinuas horizontales muestran el rango fisiolégico de la concentracion de PRL. Los
resultados son los promedios + E.E. de 7 animales. * p<0.05 vs los grupos sin implantes.

VII.2 Peso corporal
De acuerdo a lo esperado, se observé un mayor peso corporal en los animales con DO,
comparado con los animales controles. Por su parte, los animales sometidos a

HiperPRL tuvieron una ganancia de peso igual a la de los grupos controles en cada una

19



de las dietas, por lo que se concluye que la HiperPRL no afecta el peso corporal en
condiciones de DC ni en DO (Figura 5).

VI1.3 Ingesta de alimento

En cuanto a la ingesta de alimento, se observo que los animales con DO consumen
menor cantidad de alimento al dia, respecto a la DC [F(3,20)=46.38; p<0.0001],
mientras que la HiperPRL no mostré ningun efecto en éste pardmetro (Figura 6-A).
Después, se normalizd la ingesta de alimento contra la ingesta caldrica, y se observa
gue no hay cambios estadisticamente significativos en el consumo calérico entre los 4

tratamientos (Figura 6-B).
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Figura 5. La hiperprolactinemia no modifica el peso corporal. El peso de los animales se
monitored durante las 8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta obesogénica
(DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas
después de la exposicion a las dietas. Los resultados son los promedios + E.E. de 7-14
animales. *p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL.

VIl.4 Peso del tejido adiposo

Como siguiente paso se analizaron los efectos de la DO y de la HiperPRL sobre el peso
del tejido adiposo. Como control se evalué el peso del higado (Figura 7-A), donde
podemos observar que aumenta el tamafo de este tejido en los animales con una DO
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[F(3,39)=8.073; p<0.0003]. Sin embargo, cuando se normalizaron los valores contra el
peso corporal del animal (Figura 7-B), no se presentaron cambios estadisticamente

significativos entre los tratamientos.

Por el contrario, el peso del tejido adiposo visceral fue de 6.93£0.197 g en los animales
sometidos a una DO comparado con los animales en DC que presentaron un peso de
3.65+0.27 g (Figura 8-A). Pero ademds, la HiperPRL produjo un aumento
estadisticamente significativo de la masa de este tejido en animales sometidos a una
DO, presentando un peso de 8.94+0.46 g [F(3,35)=60.87; p<0.0001]. Cuando
normalizamos el peso del tejido adiposo visceral contra el peso corporal encontramos el
mismo resultado [F(3,34)=99.31; p<0.0001], la HiperPRL aumenté la masa del tejido
visceral (20%) respecto a los animales no hiperprolactinémicos bajo una DO (Figura 8-
B).
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Figura 6. La hiperprolactinemia no modifica la ingesta de alimento. La ingesta de alimento por
rata por dia se determind durante las 8 semanas de exposicién a la dieta control (DC) o dieta
obesogénica (DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4
semanas después de la exposicién a la dieta. Se presenta el consumo de alimento en gramos
(A) y normalizado contra los niveles de calorias (B). Los resultados son los promedios + E.E. de
6-7 animales. * p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL.

El tejido adiposo subcutaneo pes6 7.16+£0.42 g bajo una DO, mientras que en la DC
mostré un peso de 3.97+0.28 g (Figura 9-A), pero ademas la HiperPRL produjo un
aumento estadisticamente significativo de la masa de este tejido en animales sometidos
a una DO, presentando un peso de 9.34+0.46 g [F(3,37)=45.53; p<0.0001]. Cuando
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normalizamos el peso del tejido adiposo subcutaneo contra el peso corporal
encontramos el mismo resultado [F(3,34)=58.60; p<0.0001], la HiperPRL aumentd la
masa del tejido subcutaneo (25%) respecto a los animales no hiperprolactinémicos bajo
una DO (Figura 9-B).
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Figura 7. La hiperprolactinemia no altera el peso del higado. El peso del higado se evalu6 a las
8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta obesogénica (DO) en animales
implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas después del inicio de
las dietas. Se presenta el peso en gramos (A) y nhormalizado contra el peso corporal del animal
(B). Los resultados son los promedios + E.E. de 6-7 animales. *p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL.
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Figura 8. La hiperprolactinemia aumenta el peso del tejido adiposo visceral. Se evalu6 el peso
del tejido adiposo visceral a las 8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta
obesogénica (DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4
semanas después del inicio de las dietas. Se muestra el peso en gramos (A) y normalizado
contra el peso corporal (B). Los resultados son los promedios + E.E. de 6-7 animales. *p<0.05

vs DC y DC+HiperPRL; # p<0.05 vs DO. 99



A # B

12 ¢ # 0.025 ¢
*
I
10 S 0.020
= *
o)
8r o
é § 0.015 |
g of S
] S 0.010 ¢ -
4+ =
5l @ 0.005 |
o
0~ 0.000 -
DC DC+HiperPRL DO+HiperPRL DC DC+HiperPRL DO  DO+HiperPRL

Figura 9. La hiperprolactinemia aumenta el peso del tejido adiposo subcutaneo. Se evalu6 el
peso del tejido adiposo subcutaneo a las 8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o
dieta obesogénica (DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de
PRL 4 semanas después del inicio de las dietas. Se muestra el peso en gramos (A) y
normalizado contra el peso corporal (B). Los resultados son los promedios + E.E. de 6-7
animales. *p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL; # p<0.05 vs DO.

VIIL.5 Tamafio y numero de los adipocitos (hipertrofia e hiperplasia)

El aumento en la masa del tejido adiposo puede ocurrir mediante dos mecanismos:
hipertrofia, que es el aumento del tamafio de las células, e hiperplasia, en donde
aumenta el numero de células. Para evaluar si el efecto de la HiperPRL es a través de
estimular la hipertrofia y/o la hiperplasia, se cuantifico el tamafio y el nimero de los
adipocitos en el tejido adiposo de los diferentes grupos de animales.

Se observo que los adipocitos en el tejido adiposo visceral de los animales en una DO
son de un diametro mayor, presentando un tamafo de 164.77+2.56 um comparado con
el tamafo de los adipocitos proveniente de animales con DC 140.82+6.57 um, mientras
gue en animales DO+HiperPRL el tamafio de las células se mantuvo con un didmetro
de 148.62+4.09 um similar a los animales en DC (Figura 10) [F(3,11)=5.088; p<0.0189].
La HiperPRL no produjo ningun efecto en el tamafio de los adipocitos del grupo con DC.
Este resultado sugiere que, en condiciones de DO la HiperPRL estimula la hiperplasia
del tejido adiposo visceral, ya que hay mayor masa de tejido y los adipocitos se
mantienen pequenos. Asimismo, podemos concluir que la HiperPRL previene la
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hipertrofia inducida por una DO, aunque por si misma no produce cambios en el tamafio

de los adipocitos.
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Figura 10. La hiperprolactinemia previene el aumento en el tamafio de los adipocitos viscerales
estimulado por una dieta obesogénica. Cortes representativos de los adipocitos viscerales
tomados a las 8 semanas de exposicion a la dieta control en ausencia (A) o presencia de la
bomba liberadora de PRL (B) o bajo una dieta obesogénica (DO) en ausencia (C) o en
presencia de la bomba liberadora de PRL (D). El tamafio de los adipocitos se determiné a
través de medir su diametro mayor. Los resultados son los promedios + E.E. de 6-12 animales,
* p<0.05 vs todos los grupos.
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Figura 11. La hiperprolactinemia no afecta el tamafio de los adipocitos subcutaneos. Cortes
representativos de los adipocitos subcutdneos tomados a las 8 semanas de exposicion a la dieta
control en ausencia (A) o presencia de la bomba liberadora de PRL (B) o bajo una dieta
obesogénica (DO) en ausencia (C) o en presencia de la bomba liberadora de PRL (D). El
tamafio de los adipocitos se determiné a través de medir su diametro mayor. Los resultados son
los promedios * E.E. de 6-12 animales, * p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL.
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En el caso del tejido adiposo subcutaneo, se observé que los adipocitos provenientes
de animales con DO poseen un diametro de 162.16+3.08 um, mostrando mayor tamafio
(40%) comparado con los adipocitos de los animales que fueron alimentados con la DC
gue presentaron un diametro de 123.4+3.37 um [F(3,22)=27.08; p<0.0001], y que a
diferencia de los efectos en el tejido adiposo visceral, en el tejido subcutaneo la
HiperPRL no ejercié ningun efecto sobre el tamafio de las células, ni en una DC ni en
una DO, siendo su diametro de 160.91+4.95 um similar al tamafio de los adipocitos
provenientes de animales sin HiperPRL en sus dietas respectivas (Figura 11). Por lo
tanto, este resultado indica que la HiperPRL no previene la hipertrofia de los adipocitos
subcuténeos inducida por una DO.

Como siguiente paso, evaluamos el nimero de adipocitos. Para ello se cuantificd el
namero de adipocitos en un area determinada. En el caso del tejido visceral, dado que,
los adipocitos de los animales en DO son méas grandes, existen menos adipocitos por
area determinada y como los adipocitos del tratamiento DO+HiperPRL son mas
pequefios existe un namero similar de adipocitos por area comparado con el tejido
adiposo de los animales en DC [F(3,147)=11.75; p<0.0001] (Figura 12-A). Cuando
ajustamos el nimero de adipocitos en un area determinada por el peso total del tejido
adiposo; encontramos que existe un mayor numero de adipocitos en los animales
DO+HiperPRL [F(3,147)=167.3; p<0.0001], ya que hay mayor niumero de adipocitos y
ademas hay mayor cantidad de masa visceral comparado con los animales alimentados
con DO (Figura 12-B).

En el tejido adiposo subcutaneo, se observa que hay un menor niamero de células por
area en los animales en DO con y sin HiperPRL, debido a que los adipocitos de estos
animales, son de mayor tamafo que los de animales en DC [F(3,169)=51.26; p<0.0001]
(Figura 13-A). Al ajustar el numero de adipocitos en un area determinada por el peso
del tejido adiposo, encontramos que existe mayor niumero de adipocitos en los animales
DO+HiperPRL comparados con los animales en DC y en DO [F(3,169)=72.62;
p<0.0001], ya que hay mayor cantidad de masa subcutanea. Estos resultados sugieren
que la HiperPRL no afecta la hipertrofia pero estimula la hiperplasia del tejido adiposo
subcutédneo bajo una DO (Figura 13-B).
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Figura 12. La hiperprolactinemia estimula la hiperplasia del tejido adiposo visceral. Se determiné
el nimero de adipocitos por area (A) y se multiplicé arbitrariamente por el peso del tejido (B) a
las 8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta obesogénica (DO) en animales
implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas después del inicio de
las dietas. Los resultados son promedios + E.E. de 4 animales, * p<0.05 vs DC y DC+HiperPRL;
# p<0.05 vs DO.
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Figura 13. La hiperprolactinemia estimula la hiperplasia del tejido adiposo subcutaneo. Se
determin6 el numero de adipocitos por area (A) y se multiplicé arbitrariamente por el peso del
tejido (B) a las 8 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta obesogénica (DO) en
animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas después de
la exposicion a las dietas. Los resultados son promedios + E.E. de 4 animales, * p<0.05 vs DC;
# p<0.05 vs DO.
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VII.6 Tolerancia a la glucosa

Para evaluar los efectos de la PRL sobre la homeostasis de la glucosa, se realizaron
ensayos de tolerancia a la glucosa (TG) y a la insulina (TI). En el ensayo de TG se
midié el nivel de glucosa en sangre después de 12 h de ayuno (tiempo 0), dicho nivel
aumenté debido a la administracion intraperitoneal de glucosa y conforme pasé el
tiempo disminuy6. Se observa que en los animales controles, el nivel de glucosa
disminuy6 rapidamente y llegd a niveles basales, antes que en los animales con DO
donde los niveles de glucosa disminuyeron mas lentamente y no alcanzaron los niveles
basales después de 120 min. En este parametro la HiperPRL no ejercié ningun efecto
(Figura 14). Sin embargo, como era lo esperado los niveles de glucosa en ayuno fueron
mayores en animales con una DO comparados con los niveles de animales en DC
[F(3,21)=5.34; p<0.0068], mientras que la HiperPRL no generd ningun efecto en los
niveles de glucosa en ninguna de las dietas respectivas (Figura 15).
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Figura 14. La hiperprolactinemia no altera la tolerancia a la glucosa. La tolerancia a la glucosa
se determin0 a las 7 semanas de exposicion a la dieta control (DC) o dieta obesogénica (DO)
en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas liberadoras de PRL 4 semanas después
del inicio de las dietas. Los resultados son los promedios + E.E. de 5-12 animales. * p<0.05
ANOVA de medidas repetidas.
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Figura 15. La hiperprolactinemia no modifica los niveles de glucosa en suero. Los niveles de
glucosa en suero se determinaron en un ayuno de 12 horas después de 7 semanas expuestas
a la dieta control (DC) o obesogénica (DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con
bombas liberadoras de PRL 4 semanas después de la exposicién a las dietas. Los resultados
son los promedios + E.E. de 12-18 animales. * p<0.05 vs DC.
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Figura 16. La hiperprolactinemia mejora la sensibilidad a la insulina en animales obesos. La
tolerancia a la insulina se determiné después de 7 semanas de exposicién a la dieta control
(DC) o dieta obesogénica (DO) en animales implantados (HiperPRL) o no con bombas
liberadoras de PRL 4 semanas después del inicio de las dietas. Los resultados son los
promedios * E.E. de 6-11 animales. * p<0.05 vs DO.

29



VII.7 Sensibilidad a la insulina

En el ensayo de TI, se midieron los niveles de glucosa después de 2 h sin alimento
(tiempo 0), antes de la administracion intraperitoneal de insulina y a varios tiempos
posteriores a la inyeccién. Se observa que en los animales con DC, el nivel de glucosa
disminuye rapidamente alcanzando niveles de 56.33+1.76 mg/dL después de 60 min,
pero en los animales con DO la disminucion en los niveles de glucosa es menor
llegando a niveles aproximados de 78.45+5.74 mg/dL a los 60 min para después
aumentar nuevamente. Interesantemente los animales con DO+HiperPRL tienen una
mejor sensibilidad a la insulina que los animales en DO, dicha respuesta se acerca a la
observada en animales DC y DC+HiperPRL, ya que después de 60 min su nivel de

glucosa es de aproximadamente 63+3.04 mg/dL (Figura 16).
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VIIl. DISCUSION

En los ultimos afios, la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas tanto en
adultos como en niflos y adolescentes lo que constituye un factor de riesgo muy
importante para el desarrollo de alteraciones metabdlicas. Los métodos que existen
actualmente como tratamiento de la obesidad, son insuficientes para normalizar el peso
corporal y prevenir las complicaciones metabdlicas. Es por esto, que resulta esencial
entender como se regula la expansiéon y la funcion del tejido adiposo, que es el tejido
encargado de almacenar la grasa corporal, con la finalidad de buscar blancos
terapéuticos y usarlos como tratamientos. Nosotros propusimos a la PRL como un
factor que puede participar en la regulacion del crecimiento y la funcion del tejido
adiposo. Hasta el momento, existen una serie de evidencias experimentales que
relacionan a la PRL con la funcion del tejido adiposo, pero es importante destacar que
la mayoria de las investigaciones se han realizado en hembras y no en machos,
ademas de que estos resultados suelen ser controversiales y poco reproducibles;
asimismo podemos sumar que los estudios no se han realizado en condiciones donde
exista expansion del tejido adiposo como en la obesidad inducida por dieta (Byatt et al.,
1993; Moore et al., 1986).

En el presente estudio nos propusimos evaluar el efecto de la PRL sobre el tejido
adiposo visceral y subcutaneo de animales obesos y no obesos. Los objetivos se
centraron en encontrar un efecto de la PRL sobre el peso corporal, ingesta de alimento,
paradmetros metabdlicos como tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina; y en
determinar si la PRL regula el crecimiento del tejido adiposo evaluando su peso y
morfologia. Para cumplir con dichos objetivos, implementamos un modelo de obesidad
en ratas macho inducido por una dieta obesogénica y determinamos el efecto de la
HiperPRL en estos animales. Utilizamos animales macho, para eliminar los efectos

producidos por los cambios ciclicos de la PRL circulante que presentan las hembras.

Con el implante subcutaneo de bombas liberadoras de PRL, logramos aumentar supra-
fisiologicamente los niveles de PRL en sangre a 80 ng/mL, mientras que el nivel
fisiologico de PRL es menor a 20 ng/mL (Verhelst y Abs, 2003). Con este resultado, se

31



comprobd que los animales implantados con bombas liberadoras de PRL presentaban
un cuadro de hiperprolactinemia (Figura 4).

Analizando el peso corporal de los animales, encontramos que una DO aumenta el
peso corporal de las ratas (Buettner et al., 2006), en los animales del presente estudio
la HiperPRL no produjo efectos en el peso corporal, es decir, el peso se mantuvo similar
a los animales no hiperprolactinémicos. En algunos estudios se ha reportado que la
PRL puede regular el peso corporal en humanos, pero no se sabe si este efecto se
debe a la disminucion del nivel circulante de PRL o al efecto del farmaco utilizado
(bromocriptina) sobre los receptores dopaminérgicos (Doknic et al., 2002). Por otro
lado, la evidencia que se tiene en el ratobn RPRL-/- es dependiente del sexo, ya que las
hembras muestran una diminucion del peso corporal, pero los machos se mantienen
normales (Freemark et al., 2001). Por lo tanto, en nuestro estudio, la HiperPRL no
produjo cambios en el peso corporal, posiblemente debido a que son ratas macho, o
simplemente a que la dieta dur6 un tiempo muy corto (8 semanas), comparado con
otros estudios donde el tratamiento tiene una duracién de 32 semanas (Freemark et al.,
2001).

Al mismo tiempo que monitoreamos el peso corporal del animal, determinamos la
ingesta de alimento. Al medir los gramos de alimento que consumia una rata al dia,
observamos que los animales con una DO consumieron menor cantidad de alimento
comparado con los animales con DC. Por esta razon, realizamos una normalizacion
contra las calorias del alimento, sin embargo, encontramos que no existian cambios
estadisticamente significativos entre los grupos. Debido a que los animales con una DO
aumentan de peso corporal, pero su consumo de calorias es similar a los animales
alimentados con DC, es probable que su aumento de peso sea debido a que disminuye
su gasto energético, sin embargo, en este proyecto no analizamos este parametro.
Respecto a la HiperPRL, no se encontrd que esta tuviera algun efecto sobre la ingesta
de alimento, similar a lo reportado por Freemark et al. (2001) en el raton RPRL-/-.
Aunque se ha visto que en ratas hembras la PRL aumenta la ingesta de alimento
(Gerardo-Gettens et al., 1989; Naef y Woodside, 2007).
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Cuando analizamos la masa del tejido adiposo visceral y subcutaneo, como se
esperaba, observamos un aumento en la masa de los dos tejidos en animales
alimentados con una DO. De manera relevante, la HiperPRL aument6 la masa de los
dos tipos de tejido adiposo (visceral y subcutaneo) en animales alimentados con una
DO, mientras que con una DC no se presentaron diferencias. Como control, usamos el
peso del higado, que se mantuvo sin cambio en los cuatro tratamientos. Esto concuerda
con lo reportado por Freemark et al. (2001), donde los ratones PRL-/- muestran una
disminucién de la masa del tejido adiposo abdominal. En una investigacién reciente con
el ratdon transgénico para el RPRL, se presentd un aumento de la masa del tejido
adiposo epididimal (Le et al., 2011).

Existen dos mecanismos por los cuales el tejido adiposo puede crecer, hipertrofia e
hiperplasia (Jo et al., 2009). Para determinar cual de estos mecanismos media los
efectos de la PRL para estimular la expansiéon del tejido adiposo, medimos el didmetro
mayor de los adipocitos. Observamos que la DO estimula la hipertrofia de los
adipocitos, pero la HiperPRL disminuye el aumento en el tamafio de las células inducido
por una DO, este efecto ocurre solamente en el tejido adiposo visceral. Por otro lado,
observamos que la HiperPRL estimula la hiperplasia tanto del tejido adiposo visceral
como del subcutdneo en los animales que fueron alimentado con la DO. Estos
resultados apoyan la participacion de la PRL en el crecimiento y diferenciacion del tejido

adiposo que parecen ser diferenciales entre el tejido adiposo visceral y el subcutaneo.

Para determinar si la PRL producia un efecto en parametros metabdlicos, realizamos un
ensayo de tolerancia a la glucosa, para describir la capacidad de los animales para
metabolizar la glucosa. De acuerdo a lo esperado (Sorhede-Winzell y Ahrén, 2004), los
animales alimentados con una DO presentaron un lento metabolismo de la glucosa, es
decir, después de administrar una dosis de glucosa via intraperitoneal, los niveles de
glucosa en sangre, fueron disminuyendo de manera mas lenta con respecto a los
animales con DC. La HiperPRL no mostré efecto en este parametro, bajo ninguna de
las de las dos dietas (Figura 14). En un estudio previo, donde emplearon animales de 6
meses de edad, se reporté que el ratén transgénico para el RPRL presenta una menor
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tolerancia a la glucosa, disminuyendo su eficiencia para metabolizar glucosa (Le et al.,
2011).

El otro parAmetro metabdlico analizado fue la sensibilidad a la insulina, a través de un
ensayo de tolerancia a la insulina. Es bien conocido que los animales alimentados con
una dieta alta en grasas muestran una baja sensibilidad a la insulina (Oakes et al.,
1997), resultado que reprodujimos en nuestro paradigma experimental. Después de una
administracion intraperitoneal de insulina, se observa que los niveles de glucosa en
sangre de los animales alimentados con la DO disminuyen menos con respecto a los
animales con una DC, es decir, muestran una resistencia a la insulina. Por otro lado, en
los animales con una DC, la insulina es capaz de estimular el metabolismo de la
glucosa de manera eficiente, ya que los niveles de glucosa disminuyen rapido respecto
al tiempo. Sin embargo, la HiperPRL disminuyo la resistencia a la insulina inducida por
una DO, resultado que no se presentd bajo una DC. Cabe mencionar, que la PRL inhibe
la secrecion de adiponectina en explantes de tejido adiposo humano (Nilsson et al.,
2005). Ademas, en el ratdén transgénico para el RPRL disminuye la expresion de
adiponectina en el tejido adiposo visceral en animales de 6 meses de edad (Le et al.,
2011). Por lo tanto, sera importante medir los niveles de adiponectina en suero, ya que
esta adipocina aumenta la sensibilidad a la insulina, y no se ha cuantificado si su
expresion es influenciada por la PRL durante la obesidad. Por otro lado, un punto muy
importante que podria ayudar a entender el efecto de la HiperPRL en la sensibilidad de

la insulina, es que la PRL promueve la expansién de las células pj -pancreéticas

disminuyendo los niveles de expresion de inhibidores del ciclo celular (FoxO1, p27 y
p57) y aumentando la expresiéon de las ciclinas 1, A2, B1, B2 y D2 que estimulan el ciclo
celular (Arumugam et al., 2011); ademas la PRL aumenta la secrecion de insulina en

cultivos de células j -pancreéticas (Brelje et al., 2008; Huang et al., 2009).

Es interesante, que a pesar de encontrar cambios en la sensibilidad a la insulina no
encontramos diferencias en la tolerancia a la glucosa efectuados por la HiperPRL.
Analizando los niveles de la glucosa en suero después de un ayuno de 12 horas,

pudimos observar que los niveles de glucosa aumentan en los animales con una DO,
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pero la HiperPRL no generé ningun cambio (Figura 15). La insulina estimula la
absorcion de glucosa y suprime la produccién y liberacion de glucosa en el higado
(Jellinger, 2007), por lo tanto, al presentarse una mejora en la sensibilidad a la insulina
con un tratamiento de HiperPRL, deberian disminuir los niveles de glucosa en sangre
inducidos por una DO, sin embargo, nuestros resultados no muestran eso. Seria
importante determinar la sintesis o liberacion de glucosa en el higado de estos animales
para entender el por qué no disminuyen los niveles de glucosa en los animales con
HiperPRL, probablemente no hay una mejora en la resistencia a la insulina en el
higado.

Finalmente, cabe destacar que la DO provocé un minimo aumento en el peso corporal
de los animales (13%), ya que el peso promedio de los animales con DC fue de 413 gy
de los animales con DO de 468 g; sin embargo, es importante aclarar que basté este
pequefio aumento en el peso corporal para desencadenar efectos en otros parametros
como la resistencia a la insulina, la masa, hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo.
Por lo tanto, es importante determinar el mecanismo de accién de la PRL en los efectos
antes mencionados, asi como el de su efecto promotor de la sensibilidad a la insulina.
Proponemos que, la PRL podria ayudar a disminuir los efectos metabdlicos dafiinos
provocados por la hipertrofia de los adipocitos viscerales.
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IX. CONCLUSIONES

* La hiperprolactinemia disminuye la hipertrofia del tejido adiposo visceral inducida

por una dieta alta en grasas.

* La hiperprolactinemia aumenta la hiperplasia del tejido adiposo visceral y

subcutédneo durante una dieta obesogénica.

* La hiperprolactinemia disminuye la resistencia a la insulina inducida por una dieta

obesogénica.

 La PRL es un regulador del crecimiento y diferenciacién del tejido adiposo en

ratas macho adultas.
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