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La desnutricion infantil y materna sigue siendo un mal persistente y generalizado

1. Resumen

en paises con ingresos bajos como México. Un deficiente suministro de proteinas
en las primeras etapas del desarrollo produce cambios en la estructura y funcion
de diversos 6rganos. El pancreas es uno de los organos que se ve afectado
negativamente durante el desarrollo fetal debido al efecto de la desnutricion
materna, dando lugar a trastornos metabodlicos en la vida adulta de la

descendencia.

En el presente trabajo se estudio el efecto de una restriccidén proteinica del 50% en
la dieta materna, durante la gestacion, en crias de rata; con el objetivo de analizar
especificamente las enzimas involucradas en el procesamiento de la insulina en
los islotes pancreaticos: Proprotein convertasa subtilisin/kexin tipo 1 (PCSK1) y
Carboxipeptidasa E (CPE). Para ello se dividieron a las ratas gestantes en dos
grupos; que fueron alimentados con dieta control y dieta restringida en proteinas.
Las crias macho fueron sacrificadas a los 36 dias de edad y se obtuvieron las
muestras de suero y los islotes pancraticos de los cuales se realiz6 la extraccion
de RNA total. La expresion de los genes de interés se estudié por PCR en tiempo

real.

Los hallazgos encontrados indican que PCSK1 no cambid su expresion por efecto
de la dieta. Por otro lado CPE disminuyé significativamente su expresiéon en las
crias de rata provenientes de madres alimentadas con la dieta restringida con
respecto a las crias de madres alimentadas con la dieta control. Posteriormente
se determind el efecto de esta disminucion en la concentraciéon de insulina, péptido
C y glucosa. No se apreciaron cambios en ninguno de los tres parametros
estudiados por lo cual se piensa que existe un mecanismo compensatorio para la
disminucién del gen CPE ya sea que alguna otra carboxipeptidasa de la misma
familia supla la funcién de esta enzima o que el mismo pancreas sufra fendmenos
de hipertrofia, aumentando el tamafio de los islotes y aumentando la cantidad de
insulina que secretan, lo cual podria causar la subsecuente falla de las células B y

a largo plazo el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2.
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2. Introduccion
2.1. Desnutricion

La desnutricion se define como una provision insuficiente de energia y nutrientes
como proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales; acompanada de
una incapacidad para cumplir con los requisitos del organismo para asegurar el
crecimiento, mantenimiento y realizacion de sus funciones especificas (Martins
J.B. et al. 2011). Actualmente la prevalencia de la desnutricion supera los 900

millones de personas en todo el mundo.

Especificamente la desnutricidon infantil y materna sigue siendo un mal persistente
y generalizado en paises con ingresos bajos. Es la causante de aproximadamente
3.5 millones de muertes en nifios menores de 5 afios y responsable de 35% de las
enfermedades en este grupo de edad (Black R.E. et al., 2008). La desnutricién que
ocurre principalmente durante la gestacion y los primeros afos de vida tiene
peculiar importancia debido a los efectos adversos que provoca tanto en la salud
como en el desarrollo de las capacidades de los individuos (Martorell R. et al.,
2010).

La UNICEF reconoce la existencia de causas basicas y subyacentes de la
desnutricion, incluyendo los factores ambientales, econdmicos y sociopoliticos.
(Black R.E. et al., 2008). Sin embargo, existen causas inmediatas de la
desnutricion entre las que se encuentran: la alimentacion inadecuada en cantidad
o calidad, la incidencia de enfermedades infecciosas y el cuidado inadecuado del
nino, que depende para su adecuada alimentacién y salud del cuidado de su
madre. Aunque la desnutricion tiene varios factores determinantes, el principal de
estos es la pobreza, la cual conduce no sélo a la inseguridad alimentaria sino
también a un cuidado deficiente de los nifos, desnutricion materna, ambientes
insalubres y una mala atencién en los servicios de salud (Fishman S.M. et al.,
2004).

Por otro lado, actualmente en la sociedad existe un alto consumo de alimentos

ricos en energia pero con una mala calidad de nutrientes. El facil acceso a la
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comida chatarra aunado a su bajo costo conllevan a un aumento del consumo de
este tipo de alimentos que en hoy en dia es un problema que afecta a los paises
en desarrollo y a las poblaciones mas pobres (Martins J.B. et al.,, 2011). Esta
nueva situacion nutricional afecta aun mas el impacto de los efectos a largo plazo

de la desnutricion.

2.1.1 La desnutricion materna

De acuerdo a la OMS el estado nutricional de mujeres y nifios es particularmente
importante, ya que es a través de estos que los efectos perniciosos de la
desnutricion son propagados a las generaciones futuras. Una madre con
desnutricion es probable que dé lugar a un hijo con un bajo peso al nacer que es
susceptible a enfermedades y muerte prematura, lo que empeora aun mas el
desarrollo econémico de las familias y la sociedad, continuando con el ciclo de

pobreza y desnutricion.

Un suministro optimo de nutrientes a la madre tiene un papel fundamental en el
crecimiento y desarrollo de la placenta y del feto. Una nutricion deficiente durante
el embarazo resulta en una restriccién del crecimiento intrauterino (IUGR por sus
siglas en inglés Intrauterine growth restriction), con lo cual los recién nacidos
presentan un bajo peso al nacer. En paises en desarrollo se ha observado que un
bajo peso al nacer debido a la IUGR, contribuye a que se presente desnutricion en
la infancia y la nifiez. (Fishman S.M. et al., 2004). Dicha condicion también se
asocia con una mayor morbilidad y mortalidad perinatal, y ademas se ha
observado que los recién nacidos con bajo peso al nhacer como consecuencia de
IUGR, tienen un mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en la vida
adulta (Belkacemi L. et al., 2010). El sindrome metabdlico abarca un conjunto de
factores de riesgo metabdlicamente relacionados entre si como son la obesidad,
la resistencia a la insulina, dislipidemias e hipertension (Desai M. et al., 2015).
Aunque la fisiopatologia del sindrome metabdlico no estd completamente
comprendida se ha planteado a la resistencia a la insulina y la obesidad central
como primordiales en el desarrollo de este sindrome y su asociacion con otras

patologias como diabetes, enfermedades cardiovasculares, dafio renal entre otros.
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Recientemente se ha reportado una asociacion entre el entorno prenatal y el
riesgo de desarrollar sindrome metabdlico en la vida adulta (Jahan-Mihan A. et al.,
2015). El deficiente suministro o calidad de nutrientes en la dieta materna
influyen en el peso y composicion corporal de la progenie, provocando un
incremento acelerado de este sindrome y que se da como consecuencia de la
transicion nutricional, en la que el suministro deficiente de nutrientes durante la
gestacion es reemplazado por una dieta normal o incluso de alto contenido
energético en la vida posterior, lo que se observa comunmente en paises en

desarrollo en todo el mundo (de Oliveira J.C. et al., 2016).

El estado nutricional de una mujer antes y durante el embarazo es muy importante
para lograr que éste llegue a término de manera saludable. Un indice de masa
corporal (IMC) bajo se asocia con IUGR y como un factor de riesgo para la
aparicion de enfermedades perinatales. Aunque hacen falta estudios que
permitan cuantificar los efectos relativos del bajo IMC materno, el grado de
aumento de peso durante el embarazo o la carencia de micronutrientes maternos
sobre la ocurrencia y severidad de la IUGR, se sabe que esta ultima es un factor

de riesgo para las enfermedades neonatales (Black R. et. al., 2008).

Una de las situaciones mas conocidas y estudiadas a nivel mundial en la cual se
pudo observar como la dieta materna influye en la salud de la progenie fue durante
la época de la Segunda Guerra Mundial durante la hambruna holandesa, en la
cual la ingesta caldrica fue reducida severamente, con una racion diaria oficial de
entre 400-800 calorias, durante un periodo de tiempo de 4 meses (diciembre de
1944 - abril 1945). Los estudios epidemiolégicos han demostrado que la
desnutricion materna durante el segundo o tercer trimestre del embarazo provocé
una disminucion del peso corporal y de la talla de los nifios al nacer (Lakshmy R.
et al. 2013). Mientras que los fetos que sufrieron desnutricion durante la gestacién
temprana tenian un perfil lipidico aterogénico y mayor riesgo de enfermedad
cardiaca en la edad adulta, junto con una disminucion de la funcion cognitiva
(Rinaudo P. & Wang E., 2012). A su vez las pruebas de la tolerancia a la glucosa
realizadas a estos grupos, mostraron que existe una capacidad alterada para
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metabolizar la glucosa en todos los sujetos que in utero fueron expuestos a la
hambruna, y fue particularmente evidente en aquellos que sufrieron de
desnutricion durante la gestacion tardia (Rinaudo P. y Wang E., 2012). Otra
evidencia adicional de este tipo de escenario en el cual existe un periodo critico de
estrés se ha dado gracias al seguimiento de los nifios concebidos mediante
técnicas de reproduccion asistida ya que existen datos que apoyan la hipotesis de
que un ambiente de estrés en los cultivos de embriones durante el periodo de pre-
implantacion puede estar asociado a diferencias tempranas en el perfil metabdlico
(Rinaudo P. y Wang E., 2012).

2.2 Programacion fetal y desnutricion materna

Se sabe de la existencia de ventanas criticas de sensibilidad, durante las cuales el
organismo es particularmente sensible al medio ambiente. Barker identifico el
periodo del utero como un periodo clave de la plasticidad del desarrollo; sin
embargo, ahora esta claro que existen otras etapas sensibles adicionales,
incluyendo el periodo antes de la concepcion y principios de la vida postnatal
(Rinaudo P. y Wang E., 2012).

A través de estudios experimentales se ha demostrado que el entorno nutricional
en el utero y durante el periodo postnatal, influyen directamente en el estado de
salud de un individuo durante la vida adulta. Es decir, cuando el feto es expuesto a
condiciones adversas in utero, este, busca la manera de mantener un equilibrio
energético y poder lograr su supervivencia en dicho ambiente adverso. Sin
embargo, estas adaptaciones tienen como consecuencia el aumento del riesgo de
presentar enfermedades en etapas posteriores de la vida, dado que una vez que
dicho individuo se ve expuesto a un ambiente de abundancia energética la
programacién que se dio durante dicha etapa en el organismo, provoca que se dé
la acumulacion de nutrientes a pesar de que ya no existan estimulos adversos.
(Sosa-Larios T. et al., 2015).

Entre las principales situaciones adversas que puede presentar el feto esta la

desnutricion. Especialmente se ha estudiado que el efecto de un deficiente
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suministro de proteinas en las primeras etapas del desarrollo produce cambios en
la estructura y fisiologia de diversos o6rganos. Entre estos 6rganos se encuentra
el pancreas, que se ve afectado de manera negativa en sus funciones fisiolégicas,
dando lugar a trastornos metabdlicos como diabetes, dislipidemias, hipertension y

obesidad en la vida adulta (Sosa-Larios T. et al., 2015).

Actualmente, varios estudios se centran en los origenes del desarrollo como
determinantes de la salud y la enfermedad (de Oliveira J.C. et al., 2016). Existe
una hipotesis conocida como “el fenotipo ahorrador”, la cual plantea que la
desnutricion tanto intrauterina como infantil, es capaz de programar una expresion
génica para favorecer la sobrevivencia. De esta manera se protegen ciertos
organos por encima de otros, lo que conduce a una programacién metabdlica
condicionada por la escasez del sustrato energético. Los modelos experimentales
de malnutricién intrauterina, y en particular de déficit proteico, han demostrado
claramente una alteracion en la estructura-funcion del pancreas con disminucion
de las células de los islotes de Langerhans junto con una menor capacidad
secretora de insulina. Esta programacion celular afecta igualmente la regulacion

del gasto energético (Schnell M. et al., 2007).

De acuerdo a esta hipétesis la desnutricion provocaria una programacion in utero
que explicaria la aparicion de la obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes
mellitus tipo 2 en un adulto que nacié con bajo peso para la edad gestacional y
que luego ha sido expuesto a un ambiente de abundancia alimentaria (Schnell M.
et al., 2007).

La restriccidn de nutrientes durante la gestacion y la lactancia provoca un deterioro
general del crecimiento y desarrollo de feto. Investigaciones en diversas especies
como roedores y ovejas han demostrado que la programacion del desarrollo de la
funcién de 6rganos y sistemas especificos es el resultado de la exposicidon del feto
0 neonato a un ambiente con condiciones no 6ptimas (Zambrano E. et al., 2005).
Varios estudios con modelos animales experimentales han demostrado que una
dieta materna deficiente en proteinas durante los periodos criticos del desarrollo
(embarazo y lactancia) altera el desarrollo normal del pancreas y la sensibilidad de
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los tejidos a la accioén de la insulina. Se han llevado a cabo diversos estudios en
los cuales se ha utilizado el modelo de restriccion proteica en la rata, tanto en la
gestacion como en la lactancia. A partir de estos estudios se ha concluido que la
restriccion de proteinas en la dieta materna afecta a la descendencia de diferentes
maneras. Por ejemplo, en los grupos de ratas provenientes de madres
alimentadas con una dieta restringida en proteina durante la gestacion, los islotes
pancreaticos pierden la capacidad de aumentar la secrecién de insulina en
respuesta a niveles estimulatorios de glucosa (11mM), lo que muestra que la
restriccion de proteinas en la dieta materna durante la gestacion tiene un impacto
en la sensibilidad de la glucosa en las células  pancreaticas (Morimoto S. et al.,
2012a).

2.3 Pancreas

El pancreas es un 6rgano abdominal ubicado detras del estbmago, rodeado por el
intestino delgado, higado y el bazo. Tiene un papel central en el metabolismo,
permitiendo que los alimentos ingeridos sean convertidos en energia por las
células de todo el cuerpo (Leal-Lopes C. et al.,, 2015). El pancreas esta
compuesto por dos principales tipos de tejido, exocrino y endocrino. La porcién
exocrina secreta enzimas digestivas mientras que la porcion endocrina, la cual
consiste de islotes de Langerhans, secreta hormonas dentro del torrente
sanguineo. Cada islote estd compuesto por un cierto numero de células
especializadas en la secrecion de hormonas especificas (Figura 1). Existen cuatro
tipos principales de células endocrinas contenidas dentro de un islote: células B
que son las responsables de la sintesis y liberacién de insulina; las células a las
cuales producen la hormona glucagon; las células & que son las responsables de
liberar somatostatina y las células PP que secretan el polipéptido pancreatico
(O’Dowd J.F. y Stocker C.J., 2013).

El componente exocrino representa alrededor del 98.99% de la masa total del
pancreas, la cual consiste en un red tubular altamente ramificada. Esta porcion
comprende principalmente células acinares, centroacinares y ductales. Los

cumulos de células acinares secretan enzimas digestivas, como la amilasa, hacia
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un conducto central que transporta las enzimas al intestino. Asi mismo, el
pancreas exocrino también es responsable de secretar agua y iones dentro del
intestino, ajustando asi el pH acido del quimo alimenticio (Leal-Lopes C. et al.,
2015).

Mientras que el papel fisioldgico del pancreas exocrino se enfoca en secretar las
enzimas digestivas responsables de la digestion, absorcion y asimilacion de los
nutrientes; el pancreas endocrino secreta las hormonas peptidicas necesarias
para mantener la homeostasis de la glucosa. Todas las funciones pancreaticas
son finamente reguladas por mecanismos de comunicacién neurocrina, endocrina,
paracrina e intracrina. De este modo, la falta de regulacién de estas vias tiene un
impacto significativo en el estado de salud y enfermedad (O’Dowd J.F. y Stocker
C.J., 2013).

Figura 1. Partes del pancreas exocrino y endocrino y tipos celulares que componen al islote de
Langerhans. A: Localizaciéon y divisiones anatomicas del pancreas. B: Del lado derecho se
observan las células acinares del pancreas; del lado izquierdo se observa una representacion
esquematica de un islote de Langerhans y las células que lo componen (Olvera-Granados et al.,
2008).

El desarrollo del pancreas es un proceso complejo. Durante la embriogénesis el

pancreas se deriva del intestino y por medio de un proceso de senalizacion en
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cascada que actua sobre células precursoras, se generan tanto células exocrinas
como endocrinas antes del nacimiento. Cualquier situacion de estrés o estimulo en
el ambiente durante los periodos criticos del desarrollo temprano puede alterar
permanentemente la masa y la funcién de células 8 provocando consecuencias en
la salud a largo plazo en el desarrollo del infante (O’'Dowd J.F. y Stocker C.J.,
2013).

Uno de los estudios mas recientemente publicados por nuestro grupo de
investigaciéon, muestra que existen cambios en la morfologia y la composicién
celular de los islotes pancreaticos en crias de rata hembra desde el periodo
neonatal hasta la edad adulta temprana, debido a una dieta materna baja en
proteinas durante la gestacién(Calzada L. et al., 2016). En el estudio se encontré
que el numero de células beta fue menor en la ratas del grupo restringido en
proteinas comparado con el grupo control a edades tempranas (7, 14 y 21 dias)
(Calzada L. et al., 2016). Se ha propuesto que la disminucion de la masa de
células B se debe a una reduccioén en la proliferacion celular, acompanada de un
aumento de la apoptosis durante el desarrollo, asi como de una disminucion de la

densidad capilar en los islotes pancreaticos (Calzada L. et al., 2016).

2.3.1 Insulina

La insulina se sintetiza exclusivamente por las células B de los islotes
pancreaticos. El gen de la insulina codifica para la preproinsulina, una molécula
proteica de una sola cadena. Durante la traduccion, la secuencia sefal de esta
hormona inmadura se escinde en el reticulo endoplasmico dando lugar a la
proinsulina, después esta es transportada al aparato de Golgi, como parte de la
ruta secretora. Una vez que la prohormona se encuentra almacenada dentro de
los granulos la parte conocida como péptido C se escinde del precursor dando
lugar a la molécula madura de insulina compuesta por dos cadenas peptidicas

unidas por enlaces disulfuro (Figura 2).

Una célula B en promedio contiene alrededor de 10,000 granulos de insulina
madura y cada granulo a su vez es capaz de almacenar 200,000 moléculas de
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insulina, es decir que cada granulo contiene aproximadamente unas 2 mil millones
de moléculas de insulina, que se estabilizan formando una estructura de seis
moléculas de insulina con la participacion de iones calcio y zinc (Figura 3).
Ademas de este componente principal, en estos granulos estan presentes otras
proteinas tanto en su luz como en el espacio transmembranal, por ejemplo,
canales transportadores para iones (calcio, potasio y zinc) que son de vital
importancia en la estabilizacion de la estructura de la insulina como ya se
menciono; receptores de membrana, y algunas proteinas de la familia de las
graninas entre otras, y cuya funcién es vital en el proceso de secrecion de la

insulina (Suckale J. y Solimena M., 2010).

La sintesis de insulina se controla tanto a nivel de la transcripcion como de la
traduccion, siendo la glucosa el principal estimulo para que se lleve a cabo la
expresion del gen de la insulina y regular su tasa de transcripcion y traduccion
(Baumgard L.H. et. al., 2016).

Figura 2. Representacion esquematica de la biosintesis de insulina (Weiss M.A., 2009).
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Figura 3. Célula B pancreatica vista en microscopia electronica y representacion esquematica de

un granulo de insulina (Suckale J. y Solimena M., 2010).

La insulina es la sefal endocrina primaria para el anabolismo y desempefia un
papel critico en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. La insulina
incrementa la captacion de glucosa por las células, estimula la glucdlisis vy
promueve la sintesis de glucdégeno hepatico y muscular. Ademas estimula la
sintesis de triglicéridos en el adipocito y de proteinas en el musculo esquelético; al

tiempo que evita simultaneamente su degradacion (Baumgard L.H. et. al., 2016).

Estudios previos en ratas han demostrado que la restriccion de proteinas en la
dieta materna durante la gestacion y la lactancia, puede dar lugar a la alteracion
en la respuesta de secrecién de insulina estimulada por glucosa. Se ha observado
que en islotes pancreaticos obtenidos de crias de ratas de 36 y 450 dias de edad,
de madres alimentadas con una dieta restringida en proteinas durante estas
etapas del desarrollo, fueron incapaces de responder de manera diferente a una
concentracion basal (5 mM) o estimulatoria de glucosa (11 mM). Asi mismo se
observd que estas ratas, comparadas con las ratas del grupo control,

desarrollaron la mayor resistencia a la insulina (Morimoto S. et al., 2012b).

16



s

2.4 Falla de las células beta y su relacion con la diabetes mellitus y la
obesidad

En general, la diabetes tipo 2 se desarrolla cuando las células 3 fallan en la
secrecion de cantidades suficientes de insulina para satisfacer la demanda
metabdlica. Una mayor demanda metabdlica de insulina debido a la resistencia a
la misma, que en muchos casos se debe a alteraciones de su receptor o en la
cadena de sefalizacion de la misma, normalmente precede al desarrollo de la
hiperglucemia. Existe un periodo de glucemia normal o casi normal en el que las
células B pancreaticas compensan la resistencia a la insulina por la hipersecrecion
de la insulina. Sin embargo, este periodo de compensacion es seguido del
agotamiento de las células B, en la que el pancreas no produce suficiente insulina

y la diabetes se produce (Kasuga M., 2006).

La adecuada funcién de las células 3 pancreaticas requiere de la integridad de las
mismas, lo cual es critico para la demanda metabdlica de la insulina. Se ha
reportado que en la diabetes tipo 2 existe una disminucion del 60% de las células
B pancreaticas, paralelamente a la reduccion que se observa en la secrecion de

insulina estimulada por glucosa (Kasuga M., 2006).

Por otro lado entre el 60% y 90% de los casos de diabetes tipo 2 parecen estar
relacionados con la obesidad. La obesidad es un factor de riesgo para la diabetes
tipo 2, ya que desensibiliza a los érganos blancos de la accién de la insulina (Cerf
M., 2013). La resistencia a la insulina que precede al desarrollo de la

hiperglucemia esta por lo tanto asociada a la obesidad.

En los ultimos 10 afios, la incidencia de diabetes tipo 2 se ha incrementado a un
ritmo alarmante. Mientras que el estilo de vida y la sobrealimentacion han
contribuido a su incremento de casos en todo el mundo, el ambiente intrauterino
del feto es un factor adicional que influye en la salud a largo plazo. Varios estudios
epidemioldégicos muestran una correlaciéon directa entre un retardo en el
crecimiento intrauterino y la aparicion de resistencia a la insulina asi como de

diabetes tipo 2 en la vida adulta (Dumortier O. et. al., 2014).
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Durante la IUGR, tanto en animales como en humanos, ocurre una disrupcion
funcional en multiples organos y tejidos (musculo, tejido adiposo, higado y
pancreas), que también afecta de manera negativa durante la edad adulta
(Dumortier O. et. al., 2014). Sin embargo, el pancreas endocrino parece ser
afectado mas gravemente en las etapas tempranas del desarrollo, lo que sugiere
que, en el contexto de las modificaciones intrauterinas, la diabetes tipo 2 podria

producirse por defectos en el desarrollo de este 6rgano (Dumortier O. et. al. 2014).

2.5 Regulacion de la transcripcion de genes

El proceso mediante el cual se transfiere la informacién codificada en una de las
hebras del DNA a una molécula de RNA se llama transcripcion y en las células
eucariontes ocurre dentro del nucleo. Este proceso lo media la RNA polimerasa
junto con una serie de proteinas llamadas factores de transcripcion que se unen a
secuencias especificas del DNA, conocidas como promotores. Estas secuencias
suelen encontrarse cercanas al sitio de inicio de la transcripcion. Entre los mas
comunes sitios consenso encontramos a la caja TATA, los elementos iniciadores,
los elementos de reconocimiento para el factor TFIIB y los elementos promotores

rio arriba (Recillas F. y Escamilla M., 2004).

Sin embargo, las secuencias regulatorias de la transcripcion no siempre se
localizan en las proximidades del sitio de inicio de la misma. Existe un segundo
grupo de secuencias regulatorias que se encuentran de manera distal a estos sitos
promotores por lo cual se conocen como elementos distales de la regulacion
geénica. Entre estas secuencias se encuentran los potenciadores, silenciadores y
elementos aisladores; los cuales permiten una regulacion de la transcripcion de

manera coordinada y precisa (Recillas F. y Escamilla M., 2004).

La regulacidon transcripcional se produce en dos niveles interconectados: la
primera consiste en factores de transcripcidon y la segunda consiste en la
cromatina y sus reguladores. Los factores de transcripcion se pueden separar en
dos clases basadas en sus responsabilidades regulatorias: control del inicio y

control de la elongacién. Los factores de transcripcion se unen tipicamente a
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cofactores, que son complejos de proteinas que contribuyen a la activaciéon
(coactivadores) y a la represion (correpresores) pero no tiene propiedades de
unidén al DNA por su propia cuenta. Se cree que la mayoria de los factores de
transcripcion contribuyen con el inicio de la transcripcion y lo hace mediante el

reclutamiento de coactivadores. (Lee T.y Young R., 2013).

La expresion de genes que codifican proteinas en células eucariontes (también
llamados de clase Il o estructurales), puede ser regulada en diferentes pasos
incluidos: el inicio de la transcripcion, la elongacién, el procesamiento, el
transporte, la traduccion y la estabilidad del RNA. Sin embargo la mayor
regulacion se lleva a cabo en el inicio de la transcripcién. En eucariontes, la
transcripcion de genes codificantes de proteinas se lleva a cabo por la RNA
polimerasa Il. Los genes transcritos por esta enzima contienen tipicamente 2
familias distintas de elementos reguladores de la transcripcion que actuan en cis:
un promotor (que estd compuesto por un nucleo del promotor y elementos
reguladores proximales) y elementos reguladores distales, que pueden ser
potenciadores, silenciadores, aislantes, o regiones de control del locus (LCR).
Estos elementos reguladores de la transcripcion contienen sitios de
reconocimiento para factores de transcripcion de union al DNA que actuan en
trans, los cuales funcionan aumentando o reprimiendo la transcripcién (Maston
G.A. et al., 2006).

Por otro lado existe un gran numero de genes que son transcritos en RNA no
codificante (ncRNA) en las células de mamiferos. Actualmente se sabe que el
genoma humano contiene mas de 20,000 genes que codifican para proteinas y el
resto en su mayoria se trata de genes ncRNA. Muchos de los ncRNAs contribuyen
al control de la expresion génica mediante la modulacién de los procesos
transcripcionales o post-transcripcionales (Lee T. y Young R., 2013). Por ejemplo
los microRNAs (miRNAs), son los encargados de ajustar los niveles de RNA
mensajero. Por otra parte, algunos de los ncRNAS largos (IncRNAs) reclutan a los
reguladores de la cromatina a regiones especificas del genoma y por lo tanto
modifican la expresion génica (Lee T.y Young R., 2013).
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Los componentes de la dieta proporcionan los nutrientes y recursos energéticos

2.6 Dieta y expresion génica

necesarios para el crecimiento y la reparacion de tejidos a lo largo de la vida. En
los adultos, el balance energético o la homeostasis, ocurre cuando la ingesta
energética es igual al gasto de energia. Este balance es necesario para el

mantenimiento de un peso corporal estable (Gangemi J.D. y King D., 2009).

Estudios epidemiologicos muestran la asociacién entre la ingesta de alimentos y
la incidencia y severidad de las enfermedades cronicas (Kaput J. y Rodriguez R.L.,
2004). Los compuestos quimicos provenientes de la dieta pueden afectar la
expresion génica de manera directa o de manera indirecta, como se muestra en
la Figura 4, donde se observa que a nivel celular, los nutrientes que se obtiene a
partir de los alimentos de la dieta pueden actuar como ligandos para los
receptores de factores de transcripcidn y activar o reprimir la expresion de un gen
especifico. Los nutrientes también pueden ser metabolizados por rutas primarias o
secundarias, alterando asi las concentraciones de los sustratos o productos
intermediarios o actuar en vias de sefalizacion celular que permitan una
regulacion especifica de la expresion que afectara directamente el crecimiento

celular.
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Figura 4. Interaccion entre los nutrientes de la dieta y la expresion génica. A: Accion directamente
por medio de ligandos. B: Los nutrientes pueden ser metabolizados y aumentar o disminuir las
concentraciones de sustratos. C: Accion directa sobre las vias de sefalizacion celular (Kaput J. y
Rodriguez R.L., 2004).

La progresion desde un fenotipo sano hacia una enfermedad crénica puede
deberse a cambios en la expresion de genes o cambios en la actividad de las
proteinas y enzimas. Como los compuestos quimicos alimenticios son ingeridos y
participan directa e indirectamente en la regulacion de la expresion génica, se
deduce que un subconjunto de genes regulados por la dieta estan involucrados en
el inicio, progreso y severidad de la enfermedad. El ejemplo mas claro de las
interacciones genotipo-dieta en la enfermedad croénica, es la diabetes tipo 2, una
condicion que frecuentemente afecta a individuos sedentarios y obesos. Una vez
diagnosticada la enfermedad, algunos individuos pueden controlar la enfermedad
mediante el aumento de la actividad fisica y la reduccién de la ingesta de calorias
(especificamente grasas). De esta manera la expresién de la informacion genética
cambia al modificar las variables ambientales (dieta y ejercicio) (Kaput J.
Rodriguez R.L., 2004).
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En esta seccidon se describe la importancia de cada uno de los genes estudiados

2.7 Genes estudiados y su relacion con la obesidad y la diabetes

en el presente trabajo, en general, estos genes se relacionan con el corte y
procesamiento de la insulina durante la sintesis de esta ultima en las células 3 de

los islotes pancreaticos.

2.7.1 PCSK1

Las proprotein convertasas (PCs) son una familia de serin-endoproteasas que
escinden propéptidos inactivos en péptidos bilégicamente activos. La familia de
PCs estda compuesta por nueve miembros, PC1/3, PC2, furina, PC4, PC5/6,
PACE4, PC7, SKI-1/S1P y PCSK9 (Figura 5). Mientras que los primeros siete
miembros escinden después de los residuos basicos ya sean de forma individual o

en pares, los dos ultimos escinden en los residuos no basicos (Seidah N.G., 2011)

Figura 5. La familia de las proprotein convertasas. Se observa la representacion de los miembros
de esta familia y se ilustra la homologia en el dominio del péptido sefial, el segmento pro y los
dominios cataliticos y P (Seidah N.G., 2011)

Dos miembros de esta familia, Proprotein convertasa subtilisin/Kexin tipo 1 y 2

(PCSK1 Y PCSK2) son expresados selectivamente en los tejidos
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nueuroendocrinos y se encargan de realizar el corte a un amplio pero especifico
conjunto de prohormonas incluyendo: proopiomelanocortina (POMC), prohormona
liberadora de tirotropina (proTRH), proinsulina, proglucagon y prohormona
liberadora de gonadtropina (proGnRH) (Frank G. et al., 2013).

El gen PCSK1 se encuentra en el humano en el cromosoma 5q15-21 vy esta
involucrado en la regulacion del apetito y en consecuencia en la obesidad, a través
de la actividad bioquimica de su proteina, PC1/3; en péptidos claves de la via
leptina-melanocortina (Choquet H. et al.,, 2013). PC1/3 se sintetiza de forma
inactiva como proPC1/3, el cual se convierte rapidamente en PC1/3 por escisiéon
autocatalitica del propéptido en el reticulo endoplasmico. Posteriormente se
requiere de un segundo corte del propéptido para la activacion total de la proteina.
Por otro lado, el procesamiento del extremo C-terminal de PC1/3 se realiza en
compartimentos post-Golgi, con lo cual se ve afectada la cinética de la enzima y
su estabilidad. También se conoce que la enzima tiene dos sitios de union para
calcio, el primero de ellos es necesario para estabilizar la estructura de la proteina
mientras que el segundo es necesario para su especificidad (Creemers W. M., et
al., 2012).

Figura 6. Estructura tridimensional de la enzima PCSK1. (Stijnen P., et al. 2016)

Se ha establecido que la regulacién de la transcripcion del gen PCSK1 esta

intimamente relacionada con la hormona leptina, la cual tiene un papel primordial
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en la regulacidn y homeostasis de la glucosa. Los estudios revelan que la union de
la leptina a su receptor (especificamente del tipo ObRDb) activa el promotor del gen
PCSK1 por medio de la via de sefalizacion JAK/STAT. Al formarse el complejo
hormona receptor las proteinas JAK fosforilan diversos residuos de tirosina en el
receptor que a su vez provocan el reclutamiento y fosforilacion de las proteinas
STAT3, que al dimerizarse son translocados al nucleo en donde actuan regulando
la transcripcidn del gen PCSK1, como se muestra en el esquema de la figura 7
(Marroqui L. et al., 2012). Aunque el mecanismo exacto por el cual actuan las
proteinas STAT3 no se conoce, se especula que estas proteinas se unen a
elementos del DNA de respuesta a STAT3 localizados en regiones préximas al
promotor. Por otra parte, también se han descritos otros reguladores de la
transcripcion del gen PCSK1 como el factor inhibidor de la leucemia (LIF) y el
AMPc, aunque de igual forma se desconocen los mecanismo por los que se lleva

a cabo dicha regulacién (Sanchez V.C. et al., 2004).

Figura 7. Esquema representativo de la via de sefializacion JAK/STAT activada por la unién de la
leptina a su receptor ObRb y que a su vez activa la transcripcion del gen PCSK1 (Marroqui L. et al.,
2012).
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Se ha encontrado que variantes raras en el gen PCSK1 que causan una
deficiencia parcial o total de la proteina PC1/3 producen o se relacionan con
obesidad extrema. Algunas variantes comunes de PCSKL1 (en particular rs6232 y
rs6234-rs6235) han demostrado que contribuyen al riesgo de obesidad en la
poblacién europea (Choquet H. et. al.,, 2013). Ademas de esto, la deficiencia
congénita de PCSK1 ha sido relacionada a la presencia de hiperproinsulinemia
severa, diarrea por mala absorcion, hipogonadismo hipogonadrotropico, defectos
en los ejes centrales suprarrenales y de tiroides. Por lo tanto, se considera que la
expresion del gen PCSK1 desempena un papel fundamental en el desarrollo de

diversas enfermedades entre ellas la diabetes mellitus y el sindrome metabdlico.

Recientemente, un estudio realizado en la poblacion mexicana report6 una
asociacion significativa entre la variante rs6232 del gen PCSK1 y la obesidad en
1206 nifos; mientras que en 796 personas adultas existe una asociacion
significativa de la misma variante del gen y la presencia de obesidad grado Il
(Choquet H. et. al., 2013). Estos estudios proporcionan una vision mas amplia de
la asociacion de las variantes de PCSK1 y fenotipos relacionados con la obesidad

en una poblacién determinada.

2.7.2 CPE

La carboxipeptidasa E (CPE) es un miembro de la familia de los genes de las
metalocarboxipeptidasas implicadas en el corte de residuos basicos en pares del
extremo C-terminal de los péptidos. El gen CPE en el humano se localiza en el
cromosoma 4q32 vy en la rata se localiza en el cromosoma 16p13, a pesar de ello
la secuencia de la enzima CPE es altamente conservada entre estas y otras
especies. (JiL. etal., 2017). Se ha reportado la existencia de dos isoformas de la
enzima CPE, la isoforma 1 es la mas comun y esta presente tanto en tejido
embrionario como en tejido adulto, en cambio, la isoforma 2 (también conocida
como AN-CPE) s6lo se ha detectado en neuronas del tejido embrionario (Figura
8). La enzima se sintetiza como preproCPE la cual contiene el péptido senal y el
péptido de activacion. Al escindirse el péptido sefal se forma la proCPE sobre el
cual actuan endoproteasas para liberar el péptido de activacion y dar lugar a la
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enzima activa (Figura 8). La CPE existe tanto en forma soluble en el citosol, como
unida en la membrana (Figura 8), esta ultima funciona como receptor para

prohormonas y proneuropéptidos que regulan vias secretoras (Ji L. et al., 2017).

Esta enzima también se conoce con el nombre de carboxipeptidasa H y encefalina
convertasa ya que fue inicialmente descubierta y asociada a la produccion de
encefalina en la médula adrenal y posteriormente se encontré en todos los tejidos
nueuroendocrinos (Fricker L.D., et. al., 1996). La carboxipeptidasa E es una de las
enzimas que participan en la biosintesis y procesamiento de numerosos
precursores peptidicos, incluyendo los neuropéptidos y las hormonas que
participan en el control del apetito y el metabolismo de la glucosa; por lo cual tiene

su mayor actividad en los tejidos endocrinos (Alsters S.1., et al., 2015).

Figura 8. Representacién esquematica de la enzima carboxipepetidasa E. En la letra A se
observan la estructura de las dos isoformas de la enzima. En la letra B se aprecian las estructuras
desde la preproCPE hasta la forma soluble de la enzima (Ji L. et al., 2017).

La regulacion de la actividad de carboxipeptidasa E se da a diferentes niveles. El
primero es debido al pH, ya que a diferencia de otras carboxipeptidasas de la
misma familia, esta es activa a un pH ligeramente acido entre 5.0-5-5 y no al pH

neutro (Greene et al., 1992). A nivel del RNAm la regulacién de CPE depende del
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tejido y tipo celular en el cual se lleva a cabo la transcripcion. Otra particularidad
que tiene el gen de CPE es que no cuenta con la caja TATA en el promotor.
Aunque se ha reportado la presencia de una secuencia similar a la caja TATA
(AATA), no se ha demostrado que actué de la misma manera. En la mayoria de
los tejidos de rata se ha encontrado que la transcripcion se origina de un solo sitio
conocido como sitio principal, aunque en algunos tejidos puede comenzar 101 y
105 nucledtidos rio arriba del sitio principal y se les conoce como sitios menores.
La region cercana al sitio principal de inicio de la transcripcidén es suficiente para
dirigir la expresion y es estimulada por secuencias que se encuentra rio arriba
(Jung Y. Ky Fricker L.D., 1994).

Otra caracteristica del gen CPE es que la regién del extremo 5 100-150
nucledtidos rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn, es una zona rica en
guanina y citosina (caja GC) que es reconocida por los factores de transcripcion
SP1, ETF, AP-2, NF-1 y Pan-1. Es probable que estos elementos contribuyan a la
regulacion del RNAm de CPE que se observa durante el desarrollo y en diferentes
tejidos, aunque aun hacen falta estudios que lo determinen (Jung Y. K. et al,,
1991).

La enzima CPE fue descubierta en el afio de 1982, pero fue hasta el afio de 1995
en el que se identificd que las mutaciones en el gen CPE causan el fenotipo fat/ fat
en los ratones. Se sabe que la ausencia funcional de la enzima CPE en ratones
conduce a niveles anormalmente bajos de una serie de neuropéptidos y hormonas
peptidicas que da lugar a diferentes fenotipos, incluyendo obesidad de inicio
tardio, hiperproinsulinemia, infertilidad, ansiedad, degeneracion neuronal del

hipocampo y déficits de la memoria.

Una de las caracteristicas observadas en la diabetes mellitus no
insulinodependiente es una elevacion en los niveles séricos de proinsulina y/o en
la relacidon molar proinsulina/insulina lo cual sugiere que los cambios en la
expresion de las enzimas relacionadas con el procesamiento de la proinsulina
pueden contribuir al desarrollo de la diabetes (Utsunomiya N. et al., 1998).
También se ha identificado que una mutacién en el gen de CPE en ratones
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conduce al desarrollo de hiperproinsulinemia, obesidad de inicio tardio y diabetes,
lo cual sugiere que las mutaciones en el gen de CPE pudieran tener un papel
fundamental en el desarrollo de la diabetes y obesidad en seres humanos. Por
otro lado también se ha observado que en ratones obesos existen niveles
circulantes de proinsulina elevados y se ha identificado que este cambio se debe a
la mutacion Ser202Pro en el gen de CPE (Chung W. K., 2012) lo que pone de
manifiesto la importancia del correcto funcionamiento de esta enzima en el estado

de salud de los individuos.

Estudios de mutaciones del gen CPE realizados en humanos en poblacion
caucasica europea, sugieren que la presencia de polimorfismos de un soélo
nucledtido (SNPs), especialmente los casos de individuos heterocigotos con la
mutacion Arg283Trip, favorece la aparicion temprana de diabetes o modifican la
gravedad del fenotipo para aquellos individuos que son susceptibles a la
enfermedad (Chen H. et al., 2001). Estudios realizados recientemente en
humanos, han reportado que la presencia de una mutacién homocigota que
conlleva a la falta de expresion completa del gen CPE, muestra similitudes con los
fenotipos observados en los ratones fat/fat, relacionandose directamente con la
presencia de los fenotipos de obesidad, diabetes, hipogonadismo y discapacidad
intelectual (Alsters S.1., et al., 2015).
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Evaluar el efecto que tiene una dieta materna baja en proteinas durante la

3. Objetivo

gestacion, en la expresion de los genes PCSK1 y CPE en las células del pancreas

de la progenie en un modelo animal de rata.

4. Hipotesis

Una dieta materna baja en proteinas durante la gestacion, provocara una
restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR), dando lugar a una disminucion en
la expresion de los genes involucrados en el procesamiento de la insulina: PCSK1

y CPE, en el pancreas de la progenie.

5. Material y Métodos
5.1 Dietas

Se elaboraron dos dietas, una dieta control y de una dieta baja en proteinas,
ambas se produjeron en la planta piloto del Departamento de Ciencia y Tecnologia
de los Alimentos (DCyTA) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn
“Salvador Zubiran” (INCMNSZ). La composicion de las dietas se muestra en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Composicién nutricional de las dietas control y restringida en proteina.

Nutrimento Dieta control (% p/p) | Dieta restringida (% p/p)
Caseina 20 10

Cistina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165
Mezcla de vitaminas 1 1

Mezcla de minerales 5 5

Celulosa 5 5

Aceite de maiz 5 5

Almidon de maiz 31.76 37.34
Dextrosa 31.76 37.34
Contenido energético 3.85 kcallg 3.85 kcallg

5.2 Grupos experimentales

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo bajo las normas de uso y
cuidado de animales de laboratorio (NOM- 062- ZO0-1999).

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar que al cumplir 90 dias de edad, las hembras
se aparearon con machos de fertilidad comprobada de la misma cepa. El criterio
para determinar si estaban prenadas fue realizarles un frotis vaginal, que
posteriormente se observé al microscopio, y la presencia de espermatozoides
indicaba que las ratas estaban prefiadas. Una vez confirmado el estado gestante,
se separ® a la rata hembra del macho para colocarla en una caja nueva y
asignarle la dieta correspondiente: control (C) o restringida (R). Para el caso del
grupo control (C) se siguidé la misma dieta hasta el final de la lactancia, mientras
que para el grupo restringido (R) se hizo un cambio de la dieta restringida a dieta
control una vez que inici6 la lactancia y continué hasta el final de esta. En ambos

grupos una vez terminada la lactancia se continué alimentando a las crias con

30



v

dieta control del bioterio hasta que cumplieron 36 dias, momento en el cual se
procedidé a realizar la extraccion de los islotes pancreaticos solo de las crias

macho.

5.3 Aislamiento de islotes pancreaticos

Se realiz6 la eutanasia de los animales mediante decapitacion rapida con
guillotina. La sangre se recolecté en tubos falcon de 15 mL con ayuda de un
embudo, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos. Al finalizar,
con ayuda de una pipeta Pasteur, se separé el suero del coagulo y se traspaso a
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se congelaron a -70 °C para la posterior
determinacion de glucosa, insulina y péptido C. La rata se colocé boca arriba y se
limpié con alcohol. Se cort6 la piel en el centro del vientre y posteriormente el
musculo de la misma manera, realizando un corte diagonal de ambos lados hasta
las costillas. Se llevd el musculo hacia atras para poder cortar el esternén. Con
pinzas de hemostasia se bloqued el conducto de Wirsung para poder realizar un
corte en la ampula de vater. Se procedié a canular. El pancreas se insuflé con 8
mL de una solucion salina de Hank’s con colagenasa a una concentracion de 0.15
g/mL. Después se retird el pancreas cortando con microtijeras, colocandolo en un
vaso de precipitados de 50 mL. Se colocé el vaso en un bafo a 37 °C y a 36 rpm
durante 11 minutos. El vaso se sacé del bafo y se procedié a picar el pancreas
con tijeras hasta obtener trozos pequefios (2-3 mm) y de tamafio homogéneo. Con
el fin de promover la separacion de los islotes pancreaticos del tejido acinar, el
pancreas se transfirid a un tubo falcon de 50 ml y se realizé un primer lavado con
Hank’s frio hasta completar un volumen de 30 mL. El tubo se agité en vortex de
manera horizontal durante 1 minuto y se colocd en bafo de hielo durante 10
minutos. Se retir6 el sobrenadante y nuevamente se adicioné Hank’s frio hasta un
volumen de 30 mL, se agitdé manualmente durante 30 segundo y se volvio a
colocar en bano de hielo por 10 minutos. Se decantdé nuevamente el
sobrenadante, se adicion6 Hank’s frio hasta un volumen de 30 mL, se agité
manualmente durante 30 segundos y se volvié a colocar en hielo por 10 minutos.

Se retird el sobrenadante, y los islotes se vaciaron en una caja negra para
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recolectarlos con una micropipeta de 100 pL, bajo un microscopio estereoscopico,
colocandolos en otra caja Petri negra. Finalmente los islotes se colectaron en un
tubo eppendorf, y por cada 250-300 islotes, se adicion6 400 pyL de QIAzol Lysis

reagent para después almacenarlos a -70 °C.

5.4 Extraccion de RNA

Se utilizé el mini kit RNeasy lipid tissue de Qiagen, el cual es un kit optimizado
para tejidos con alto contenido lipidico. La lisis de las células se basa en una
combinacion de fenol/guanidina seguida del aislamiento del RNA total con un alto
rendimiento sin trasferencia de fenol. Para lisar los islotes, se descongelaron y
agitaron en vortex de 15-30 segundos. Después se volvieron a congelar a -70 °C
de 15-20 minutos, para descongelarlos después y agitar en vortex de 15-30
segundos. Este proceso se repitid una vez mas con el fin de promover la ruptura
celular. Se incubd la muestra a temperatura ambiente por 5 minutos para después
adicionar 200 pL de cloroformo y se agitd vigorosamente por 15 segundos. Se
incubod a temperatura ambiente de 2-3 minutos. Se centrifugd a 12000 rpm por 15
minutos a 4 °C. Luego se transfirio la parte acuosa a un tubo nuevo y se adicion6
el mismo volumen de etanol al 70% y se agitd en vortex. Se transfirié la muestra a
un tubo de 2 mL con una columna para su purificacion y se centrifugé por 15

segundos a 10000 rpm, descartando los residuos.

Se adicionaron 700 uL de buffer RW1 (RNeasy lipid tissue kit, Qiagen) a la
columna y centrifugé a 10000 rpm por 15 segundos. Al terminar, se descartaron
los residuos. Se adicionaron 500 pyL de buffer RPE (RNeasy lipid tissue Kit,
Qiagen), centrifugandose a 10000 rpm por 2 minutos. Se coloco la columna en un
tubo nuevo de 1.5 mL, se adicionaron de 30-50 pyL de agua libre de RNAsas, y se

paso a la centrifuga por un minuto a 1000 rpm.

Ya obtenido el RNA de los islotes, se cuantific6 su concentracion en un
lumindbmetro Biotek Synergy HT a una longitud de onda de 260 y 280 nm.
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La sintesis del DNA complementario se llevo a cabo mediante la reaccion de la

5.5 RT-PCR en tiempo real

transcriptasa reversa utilizando el kit de Roche “Trascriptor first strand cDNA
synthesis kit” siguiendo las especificaciones del fabricante. De cada muestra de
RNA se calculd la cantidad necesaria para obtener 250 ng de RNA total de cada
muestra. Las condiciones para llevar a cabo la retotranscripcion son las siguientes:
65 °C por 10 min para la alineacion de los oligonucledtidos al RNA, 55 °C por 10
min para adicionar la enzima transcriptasa reversa a todas las muestras, 55 °C por
30 minutos para la sintesis del cDNA y finalmente se mantiene la temperatura 4

°C para el enfriamiento y conservacion de la muestra de cDNA.

El estudio de la expresidén génica se llevo a cabo mediante la técnica de PCR en
tiempo real utilizando el equipo Light Cycler 2.0 de Roche. Las condiciones de
activacion de la Taq polimerasa y desnaturalizacion del DNA fueron a 95 °C
durante 10 minutos, 45 ciclos de amplificacion (95 °C, 10 s; 60 °C 30 s; y 72 °C
1s).

Los oligonucledtidos y las sondas especificas para cada uno de los genes de
interés se disenaron utilizando el programa “Universal Probe Library Assay Desing

Center” de Roche (http://gpcr.probefinder.com/roche3.html). El disefio y los sitios

de union de los oligonucledtidos y de las sondas se muestran en el apéndice 1. La

secuencia de los oligonucleétidos para cada gen se muestra en la Tabla 2:
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos sentido y antisentido de los genes PCSK1, CPE vy -
actina

Gen Oligonucleétido sentido (5’-3’) Oligonucleétido antisentido No. de | Tamaio
(3°-5’) sonda | del
amplicon
PCSK1 GGAGAGGAGTGGAAAAGATGG | GATTGCCATTCAGGCTGTTT 25 69 nt
CPE GGCTGTCATTCACTGGATCAT | GAGGTCTCCTCCGTGCAG 53 67 nt
B-actina | CCCGCGAGTACAACCTTCT CGTCATCCATGGCGAACT 17 72 nt

El uso de las sondas especificas para cada gen permiten la detecciéon por medio
de fluorescencia ya que estas tienen unidas un fluoréforo junto con un
desactivador de fluorescencia, y una vez que se ha dado la amplificacién, gracias
a la actividad de la Taq polimerasa la sonda se escinde y el desactivador deja de
tener accion sobre el fluoréforo por lo que este emite la fluorescencia que es

detectada.

5.6 Determinacion de insulina

Las concentraciones de insulina en suero, se determinaron por un meétodo
radioinmunométrico utilizando el kit rinsulin [**°]] IRMA kit y siguiendo las
especificaciones del fabricante. Este ensayo usa dos anticuerpos monoclonales
anti-insulina; uno de ellos esta adsorbido en las paredes del tubo y marcado con
biotina (anticuerpo de captura) y el otro anticuerpo esta marcado con I'*°. Las
muestras se incuban con el anticuerpo de captura formandose el complejo
antigeno-anticuerpo. En la segunda etapa del ensayo se afiade el anticuerpo
monoclonal marcado radiactivamente (anticuerpo sefal) y este se une a otro
epitope de la molécula de insulina, formando el complejo anticuerpo de captura-
antigeno-anticuerpo sefal. Se lava y elimina el anticuerpo no unido y se mide la
reactividad por medio de un contador gamma. La concentracion de insulina es
directamente proporcional a la reactividad medida en los tubos. (Vezzosi D., et al.,
2003). Para conocer dicho valor fue necesario la construccion de la curva patron
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utilizando una serie de estandares con concentraciones conocidas de insulina de

rata (ver apéndice 2).

5.7 Determinacion de péptido C

La determinacion de péptido C en el suero de los sujetos experimentales, se
realizé por medio del equipo IMMULITE 1000 de Siemens, basado en el principio
de la inmunoquimioluminiscencia. El principio de la prueba es similar al ya
mencionado en la determinacion de insulina, sin embargo en este caso; se utilizan
anticuerpos especificos para péptido C unidos a una fase sdlida (perlas
magnéticas). Las muestras (de un volumen de 50 pL) se incuban con anticuerpo,
se lava y se eliminan los péptidos no unidos. Posteriormente las muestras se
incuban con otro anticuerpo que a su vez esta unido a la enzima fosfatasa
alcalina, se vuelve a lavar y eliminar los componentes no unidos. La cantidad del
péptido unido se cuantifica utilizando el sustrato de dioxetano AMPPD (3-(2'-
spiroadamantyl)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenyl-1,2-dioxetano) que al des-
fosforilarse por accion de la fosfatasa alcalina produce la reaccién luminosa (la
reaccion se muestra en la figura 9). La cantidad de luz que emite la muestra es
proporcional a la cantidad de péptido C presente en la muestra (Bronstein I. et al.
1989). Esta emision de luz es detectada por el tubo fotomultiplicador y la
concentracion se calcula para cada muestra de acuerdo con el uso de dos
calibradores, uno bajo (0.5 ng/mL) y uno alto (7 ng/mL) obteniéndose la cuentas
por segundo (CPS) de cada uno. La sensibilidad analitica del ensayo es de 0.3

ng/mL.
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Figura 9. Esquema de la reaccion quimioluminiscente de la molécula de AMPPD catalizada por la
fosfatasa alcalina.

5.8 Determinacion de glucosa en suero

En el caso de la determinacién de la glucosa en suero se llevo a cabo por medio
de la reaccion de la hexoquinasa (con el apoyo del personal del laboratorio de
Endocrinologia del INCMNSZ). Se utilizé6 un sistema automatizado que dispensa
en forma automatica los volumenes de muestra y reactivo. Durante la corrida en
el sistema de analisis, la hexoquinasa cataliza la transferencia de un grupo fosfato
a partir del ATP a la glucosa formandose ADP y glucosa-6-fosfato. Posteriormente
la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la reduccién
concomitante de NAD a NADH por la accion catalitica de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Neeley W.E., 1972) (Figura 10). EI NADH se cuantifica por su
absorcion espectofotométrica a 340 nm. El aumento de la concentracion de NADH
en el medio es proporcional a la concentracién de glucosa presente en la muestra

analizada.

Figura 10. Reacciones quimicas que suceden en el método de cuantificacion de la glucosa sérica.
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Se utilizé el programa Sigma Plot version 11.0. Para determinar la diferencia entre

5.9 Analisis estadistico

las medias se utilizé la prueba t de student. Un valor de p<0.05 se consideré como

estadisticamente significativo.

6. Resultados y Analisis

Para llevar a cabo el estudio se aparearon 30 ratas hembras de la cepa Wistar.
Para determinar que la hembra se encontraba prefiada se realizé un frotis vaginal,
y si se hallaban espermatozoides en este se considero a la rata como gestante.
Los espermatozoides de rata tienen una forma caracteristica, son alargados y

poseen una cabeza en forma de gancho. Las siguientes imagenes se obtuvieron

de los frotis de las ratas gestantes.

Figura 11. Frotis vaginal positivo (se sefiala con una flecha la presencia de espermatozoides) de
cuatro ratas diferentes, visto con microscopio 6ptico. Tincion con lugol 10X.
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Al finalizar los apareamientos se obtuvieron 20 ratas gestantes las cuales se
dividieron en dos grupos experimentales: Control (C) y Restringido (R) como se

observa en la tabla 3.

Tabla 3. Grupos experimentales.

Grupo M3 | M4 M7 M8 M10 | M17 | M19 | M20 M25 | M30
control

Grupo M6 | M12 | M14 | M16 | M18 | M23 | M24 | M26 M27 | M28
restringido

De cada madre (M) se sacrificaron entre 3 0 4 crias macho para el aislamiento de
los islotes y posteriormente se seleccionaron aquellos en los cuales el numero de
islotes era mayor, para llevar a cabo la extraccion RNA como se muestra en la
tabla 4. Uno de los parametros que permite determinar si la muestra de RNA se
encuentra contaminada con otros componentes es la relacion de absorbancia
260/280, la cual debe estar por encima de 1.9 para considerar que la muestra de
RNA no esta contaminada. Por esta razén se descart6 la muestra M24C debido a
su baja relacién A260/280.

Tabla 4. Concentraciones de RNA obtenido a partir de las muestra de islotes de crias de ratas
alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R) en proteinas.

Muestra [RNA] pg/mL A260/280
M4R 1454.55 2.0285
M7R 746.4 2.0195
M10R 977.9 2.0145
M8R 562.05 2.0340
M17R 348.15 1.9905
M25R 288.3 1.9905
M6C 206.75 1.9665
M12C 294.2 1.9375
M18C 317.2 1.9630
M23C 300.1 1.9680
M24C 2372.2 1.6800
M26C 372.55 1.9855

38



v

Por otro lado, antes de realizar la eutanasia de las crias, estas se pesaron con el
fin de determinar si se tiene un efecto en el peso de las mismas debido a la
presencia del fenomeno de IUGR que se presenta por la deficiencia proteica en la
dieta materna. En la figura 12 se observa que no hubo cambios significativos en el
peso corporal a los 36 dias de edad, entre los dos grupos experimentales. Se
observa que el peso se mantuvo constante (alrededor de los 130 g), tanto en el
grupo control como el restringido, a pesar del efecto de la dieta materna baja en

proteina.
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Figura 12. Peso corporal a los 36 dias de edad de las crias de rata macho Control: crias provenientes de madres
alimentadas con dieta control durante la gestacion. Restringido: crias provenientes de madres alimentadas con dieta baja en
proteinas durante la gestacion. Los resultados representan la media + EE. n=58.

Para realizar el analisis de la expresion de los genes es necesario convertir el
RNA en DNA de cadena sencilla, a esto se le conoce como sintesis de DNA
complementario (cDNA) para lo cual se utiliza la enzima transcriptasa reversa, la
cual tiene actividad de DNA polimerasa directamente sobre el RNA. Una vez
sintetizado el cDNA se realizé el estudio de la expresion de los genes PCSK1 y

CPE por medio de la PCR en tiempo real, normalizando la expresion de estos

39



v

genes por medio del método de doble delta CT y utilizando como gen constitutivo

a la B-actina.

En la figura 13 se observa la expresion del gen PCSK1 tanto en el grupo control
como en el grupo restringido. Se observa una tendencia a la disminucion de la
expresion de este gen en el grupo restringido sin embargo, esta disminucién no

es estadisticamente significativa con respecto al grupo control.
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Expresidn relativa normalizada con el gen Beta-Actina
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Figura 13. Expresion relativa del gen PCSK1 con respecto al gen B-actina en islotes pancreaticos de ratas macho. Control:
crias provenientes de madres alimentadas con dieta control. Restringido: crias provenientes de madres alimentadas con

dieta baja en proteinas. Los resultados representan la media + EE. n=5 experimentos independientes

En la figura 14, se observa la expresion del gen CPE en los islotes pancreaticos
de crias de ratas alimentadas con dieta baja en proteinas. Aqui se puede apreciar
que existe una disminucion cercana al 90 %, estadisticamente significativa en la
expresion de este gen, debido al efecto de la disminucién en la disponibilidad de

proteinas de la dieta materna, durante la gestacion.
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Figura 14. Expresion relativa del gen CPE con respecto al gen B-actina en islotes pancreaticos de ratas macho de 36 dias
de edad. Control: crias provenientes de madres alimentadas con dieta control durante la gestacion. Restringido: crias
provenientes de madres alimentadas con dieta baja en proteinas durante la gestacion. Los resultados representan la media
+ EE. n=5 experimentos independientes *p<0.05

Con el fin de analizar el efecto que tuvo la disminucion del gen CPE se estudiaron
los niveles de glucosa, insulina y péptido C en el suero de los crias de rata de
ambos grupos. En la figura 15 se observa que los niveles de glucosa sanguinea
no varian en el grupo restringido con respecto al grupo control. En el caso de la
insulina circulante (figura 16) se observa un comportamiento similar ya que no
existen cambios en la concentracién de insulina en ambos grupos. Para el caso
del péptido C en todas las muestras se obtuvo un resultado menor a 0.1 ng/mL, es
decir que se encuentran por debajo de la concentracion mas baja detectable por el
aparato y por lo tanto no se obtuvieron datos que se pudieran graficar. De esta
forma se observd que la disminucién de la expresion del gen CPE no provocé un

cambio perceptible en dichos parametros metabdlicos.
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Figura 15. Concentracion de glucosa en suero de crias de rata macho de 36 dias de edad. Control: crias provenientes de
madres alimentadas con dieta control durante la gestacion. Restringido: crias provenientes de madres alimentadas con
dieta baja en proteinas durante la gestacién. Los resultados representan la media + EE. n=34.
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Figura 16. Concentracion de insulina en suero de crias de rata macho de 36 dias de edad. Control: crias provenientes de
madres alimentadas con dieta control durante la gestacion. Restringido: crias provenientes de madres alimentadas con
dieta baja en proteinas durante la gestacion. Los resultados representan la media + EE. n=34.
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Diversos estudios han demostrado que cualquier perturbacidn nutricional

7. Discusion

intrauterina tiene un profundo efecto durante el desarrollo del pancreas endocrino
de la descendencia. Actualmente existe una gran evidencia de estudios en
animales que indican la existencia de alteraciones estructurales en las células 3
causadas por un desarrollo nutricional no o6ptimo durante la vida temprana que
puede contribuir al desarrollo de la intolerancia a la glucosa y del incremento de la
susceptibilidad a desarrollar diabetes tipo 2 (Rodriguez-Trejo et al., 2012). En el
presente trabajo se utilizé el modelo de restriccion proteica durante la gestacion

para determinar el efecto que tiene en la progenie.

Uno de los efectos deletéreos mayormente reportados en la literatura es la
aparicion del fendbmeno de IUGR debido a la desnutricion materna, el cual se
manifiesta principalmente con un bajo peso al nacer y representa un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades durante la vida adulta (Molina G.S. et
al. 2014). En el presente trabajo se analiz6 el efecto de la dieta materna baja en
proteinas, en el peso corporal de la progenie sin encontrarse cambios entre los
dos grupos estudiados a la edad de 36 dias. Aunque esto es consistente con
estudios previos reportados por Morimoto, los cuales sélo reportaron una
disminucién del peso cuando la restriccion proteinica tiene lugar durante el periodo
de la lactancia, se observa que los pesos en ambos grupos son ligeramente mayor
es mayor de lo que ellos reportan para esta edad (entre 60 y 90 g) (Morimoto S. et
al. 2012a). Por otro lado se ha observado que debido a la presencia de una dieta
hipercaldérica o abundante durante el crecimiento, se presenta el fendmeno
conocido como fenotipo ahorrador provocando alteraciones en la homeostasis de
la glucosa, con incremento del consumo de calorias, acumulaciéon de grasas y la
reduccion en la produccion de energia. Este exceso de calorias disponibles
aumenta el riesgo de obesidad y otras condiciones relacionadas con el sindrome
metabdlico en la etapa adulta (Molina G.S. et al. 2014). Por esta razén seria

importante determinar el efecto de la dieta materna hipoproteica durante la edad
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adulta (110 dias de edad) y no sélo a una edad temprana del desarrollo en el cual

el efecto danino aun no es notorio.

Por otro lado existen puntos de regulacion en la biosintesis de la insulina
especificamente sobre las enzimas involucradas en el procesamiento de la
insulina: PC1/3 y CPE. Estas enzimas tienen un papel fundamental en la correcta
sintesis de la insulina, ya que se encargan de escindir el péptido C, dando lugar a
la insulina madura. Aunque la insulina consiste en un péptido de 55 aminoacidos,
ésta es codificada por un gen que da lugar a un precursor peptidico con 110
aminoacidos conocido como preproinsulina. Al igual que otras proteinas
secretadas, la preproinsulina contiene un péptido sefal hidrofébico en el
extremefo N-terminal, el cual interacciona con la particula de reconocimiento de la
senal (SRP) en el citosol y es transportada a través de la membrana del reticulo
endoplasmico rugoso hasta el lumen en donde se realiza el corte del péptido sefal
y posteriormente el plegamiento de lo que ahora es la proinsulina junto con la
formacion de los puentes disulfuro. Una vez que se tiene la conformacion terciaria
de la proinsulina, es transportada del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi
donde entra en vesiculas secretoras inmaduras (Fu Z. et al., 2013). En este punto
es donde las enzimas PC1/3 y CPE actuan de manera conjunta, primero, la
secuencia de la proinsulina cadena B-Arg-Arg- péptido C- Lys-Arg- cadena A, es
cortada endoproteoliticamente en pares dibasicos por las prohormonas
convertasas PC1/3 y PC2. Después los aminoacidos basicos del extremo
carboxilico son removidos exoproteoliticamente por la carboxipeptidasa E
(Nishigori T. et al., 1996) De esta manera se da la formacion de una molécula

madura de insulina y como consecuencia del péptido C.

Se ha observado que alteraciones en los genes descritos anteriormente conllevan
a una disminucion en la expresion de sus respectivas enzimas, dando lugar a una
serie de problemas metabdlicos, como la obesidad, hiperproinsulinemia y diabetes
(Jackson R.S. et al., 1997). Por ejemplo estudios realizados en humanos por
Jackson reportan que mutaciones en el gen PCSK1 que provocan el cambio de
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los aminoacidos Gli-Arg™", impiden el procesamiento de proPC1/3 conllevando a
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una retencion de la enzima dentro del reticulo endoplasmico e impidiendo que esta
pueda llevar a cabo su actividad de endoproteasa, provocando los fenotipos que
se han mencionado como obesidad temprana, alteraciones de la homeostasis de
la glucosa, hipogonadismo hipogonadotrépico, hipocortisolismo y niveles
plasmaticos elevados de proinsulina (Jackson R.S. et al., 1997). Por otro lado,
diversos estudios han demostrados que las mutaciones homocigotas del gen CPE
provocan los fenotipos de obesidad e infertilidad; ademas se ha observado que
ciertas variantes del gen en humanos dan lugar a la aparicion temprana de
diabetes tipo 2 (Plum L. et al., 2009).

Los estudios realizados en humanos han demostrado que la disminucién de la
actividad de la enzima PC1/3 codificada por el gen PCSK1 esta estrechamente
relacionada con fenotipos vinculados con enfermedades metabdlicas como la
diabetes mellitus y obesidad morbida. (Stijnen P. et al., 2015) Sin embargo
actualmente no existen estudios sobre la influencia de la desnutricion materna
sobre la expresion de este gen. En este estudio se observo una tendencia a la
disminucién de este gen, sin embargo este cambio no fue significativo, lo cual
indica que la expresidn se mantiene a pesar del entorno adverso que se tiene en
utero durante la gestacion. A pesar de esto seria necesario establecer un estudio
durante la edad adulta y observar si esta tendencia a la disminucion de la

expresion se mantiene o se vuelve significativa.

En cuanto al gen CPE se observo una disminucion significativa en su expresion en
las crias, debido al efecto de la dieta baja en proteina durante la gestacion. Esta
disminucién de la expresion podria estar asociada a su vez a una disminucion en
la actividad de la enzima correspondiente, y aunque en el presente trabajo no se
determiné la cantidad de la proteina, podria esperarse que el comportamiento sea
similar ya que estudios previos realizados por Yi Chu , han demostrado que las
mutaciones que provocan una nula expresién de CPE provocan una severa
proinsulinemia resultado de un incremento del estrés oxidante y la apoptosis en
las células B (Yi Chu K. et al., 2011). A su vez estudios realizados por Jeffrey

relacionan el incremento del estrés oxidante con un aumento de los acidos grasos
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circulantes, en especifico el acido palmitico, el cual provoca por si mismo una
rapida degradacion de la enzima CPE (Jefrrey K.D. et al., 2008). Aunado a esto
estudios realizados por Calzada L y colaboradores confirman los efectos
deletéreos de la deficiencia de proteinas en la masa celular debido a un aumento
de la apoptosis durante el desarrollo, asi como una disminucion de la densidad
capilar dentro de los islotes (Calzada L. et al. 2016). Todo esto podria dar como
resultado la alteracion en la completa expresion del gen CPE dentro de las células
beta, lo cual a su vez se esperaria que provoque una disminucion en los niveles
de insulina debido a la deficiencia de la actividad de dicha enzima. Sin embargo,
de acuerdo a lo observado en este estudio los niveles de insulina en el grupo
restringido no cambian con respecto al grupo control. Se pueden sugerir dos
mecanismos que podrian explicar este fendmeno, el primero es considerar que
existe una regulacion post-transcripcional que permite mantener los niveles de la
proteina sin alterar a pesar de la disminucion en la expresion del gen. Por otro
lado, también se piensa que otras carboxipeptidasas de la misma familia pueden
suplir la funcién de esta exoproteasa. Aunque se ha sugerido que la
carboxipeptidasa D pudiera cumplir esta funcién no se ha encontrado evidencia
significativa de que pueda actuar como enzima redundante para CPE en las
células 3 del pancreas (Yi Chu K. et al., 2011).

Se ha establecido que el deterioro de la homeostasis de la glucosa en la madre
tiene efectos claramente definidos en el desarrollo de la progenie, especialmente
en el pancreas. Aunque numerosos estudios han demostrado que la desnutricién
provoca una disminuciéon en la respuesta de las células B a los estimulos
fisioldgicos, en el presente trabajo se observé que los valores de glucosa en cada
caso se encuentran cercanos al valor de 140 mg/dL reportado en ratas sanas de
3-4 semanas de edad (Vuguin P. et al., 2001). En tanto, los niveles de insulina se
encuentran por debajo de 1.5 ng/mL, valor reportado en ratas de 3 meses de edad
(Muzumdar R. et al., 2004). Esto puede explicarse debido a la existencia de
mecanismos compensatorios desarrollados por el pancreas con el fin de mantener
las condiciones fisiologicas. De hecho de Oliveira y colaboradores observaron que

en las ratas provenientes de madres alimentadas con una dieta baja en proteinas,
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se tenia una mayor cantidad de islotes asi como islotes de mayor tamafo, esto
como resultado de un mecanismo compensatorio del pancreas para mantener su
capacidad secretora de insulina (de Oliveira J.C et al., 2016). Sin embargo,
tomando en cuenta que en el presente estudio se analizé el efecto de la
desnutricion materna en crias de 36 dias de edad, es decir en sujetos de estudio
gue aun son jovenes, es posible que estos animales desarrollen durante la edad
adulta una hiperglicemia por consecuencia de la falla de las células [
pancreaticas debido a dichos mecanismos de compensacion, lo que finalmente

conducira al desarrollo de las diabetes mellitus tipo 2.

Por otro lado los estudios realizados por Portha B. y colaboradores, indican que
una reduccidon del 50% de la ingesta durante las primeras dos semanas de la
gestacion no ejerce un efecto adverso en la secrecion de insulina en la progenie
masculina (Portha B, et al., 1995). En dicho trabajo se estudio la influencia de la
desnutricion materna durante las 3 semanas de gestacion, sin encontrar cambios
significativos en la secrecion de la insulina. Esto podria indicar que no existié una
afectacion al pancreas fetal durante la etapa critica del desarrollo del pancreas, es
decir, la ultima semana de la gestacion, probablemente debida al efecto
compensatorio, ya que es durante este lapso cuando se da la citodiferenciaciéon
del pancreas endocrino de la rata (Alvarez C. et al., 1997) y en la cual se aprecian

los efectos deletéreos en este érgano debido a la desnutricion materna.

Por lo tanto se establece que el efecto de la dieta baja en proteinas en crias
macho se da en mayor grado cuando la deficiencia proteinica no esta presente
durante un lapso largo de la gestacién (Portha B, et al., 1995), lo cual también
podria estar contribuyendo a la falta de impacto en los niveles de insulina y
glucosa observados en este estudio. En este contexto seria util caracterizar el
efecto que tiene la desnutricion materna en las células B del pancreas del feto,
segun el tiempo de gestacion, es decir, determinar el efecto de la desnutricion
materna selectivamente aplicada durante el primer, segundo y tercer trimestre de

la gestacion.
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Una dieta materna baja en proteinas no provocé cambios en los niveles de la

8. Conclusiones

expresion del gen PCSK1 en islotes pancreaticos de crias macho de rata, sin
embargo en cuanto al gen CPE si se observa un efecto en la disminucién de la
expresion debida a dicha restriccion sin que este cambio afecte los niveles de
concentracion de insulina, péptido C o glucosa en suero sugiriendo la existencia
de un mecanismo compensatorio que regula dichos parametros bioquimicos

durante la edad temprana de la progenie.

48



"

9. Referencias

Alsters S. I., Goldstone A. P., Buxton J. L., et al. (2015) Truncating Homozygous
Mutation of Carboxypeptidase E (CPE) in a Morbidly Obese Female with Type 2
Diabetes Mellitus, Intellectual Disability and Hypogonadotrophic Hypogonadism.
PL0S One, 10(6):e0131417.

Alvarez C., Martin M.A., Goya L., et al. (1997). Contrasted impact of maternal rat

food restriction on the fetal endocrine pancreas. Endocrinology, 138, 2267-2273.

Baumgard L.H., Hausman, G. J., y Sanz Fernandez M. V. (2016). Insulin:
Pancreatic secretion and adipocyte regulation. Domestic Animal
Endocrinology, 54, 76-84.

Belkacemi L., Nelson D.M., Desai M., et al. (2010). Maternal undernutrition

influences placental-fetal development. Biology of Reproduction, 83, 325-331.

Black R. E., Allen L. H.,, Bhutta Z. A., et al. (2008). Maternal and child
undernutrition: Global and regional exposures and health

consequences. Lancet, 371, 243-260.

Bronstein I., Voyta J. C., Thorpe G. H., et al. (1989). Chemiluminescent assay of
alkaline phosphatase applied in an ultrasensitive enzyme immunoassay of
thyrotropin. Clinical Chemistry, 35, 1441-1446.

Calzada L., Morales A., Sosa-Larios T. C., et al. (2016). Maternal protein restriction
during gestation impairs female offspring pancreas development in the
rat. Nutrition Research, 36, 855-862.

Cerf M.E., (2013). Beta cell dysfunction and insulin resistance. Frontiers in

Endocrinology, 4: 37.

Chen H., Jawahar S., Qian Y., et al. (2001). Missense polymorphism in the human

carboxypeptidase E gene alters enzymatic activity. Human Mutation, 18, 120-131.

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26120850

s

Choquet H., Kasberger J., Hamidovic A., et al. (2013). Contribution of common
PCSK1 genetic variants to obesity in 8,359 subjects from multi-ethnic american
population. Plos One, 8(2):e57857.

Chung W. K. (2012). An overview of mongenic and syndromic obesities in
humans. Pediatric Blood and Cancer, 58, 122-128.

Creemers W. M., Choquet H., Stijnen P., et al. (2012). Heterozygous mutations
causing partial prohormone convertase 1 deficiency contribute to human
obesity. Diabetes, 61, 383-390.

de Oliveira J.C., Gomes R.M., Miranda R.A. et al. (2016). Protein restriction during
the last third of pregnancy malprograms the neuroendocrine axes to induce

metabolic syndrome in adult male rat offspring. Endocrinology, 157, 1799-1812.

Desai M., Jellyman J.K., Ross M.G., (2015). Epigenomics, gestational
programming and risk of metabolic syndrome. International Journal of Obesity, 39,
633-641.

Dumortier O., Hinault C., Gautier N., et al. (2014). Maternal protein restriction leads
to pancreatic failure in offspring: Role of misexpressed microRNA-
375. Diabetes, 63, 3416-3427

Fishman S. M., Caulfield L. E., De Onis M., et al. (2004). Childhood and maternal
underweight. En: Comparative quantification of health risks: global and regional
burden of disease attributable to selected major risk factors, World Health

Organization, Suiza, 1, 39-161.

Frank G.R., Fox J., Candela N., et al. (2013). Severe obesity and diabetes
insipidus in a patient with PCSK1 deficiency. Molecular Genetics and Metabolism,
110, 191-194.

Fricker L.D., Berman Y., Leiter E., et al. (1996). Carboxypeptidase E Activity Is
Deficient in Mice with the fat Mutation. Journal of Biological Chemistry, 271,
30619-30624.

50



s

Fu Z., Gilbert E. y Liu D. (2013). Regulation of insulin synthesis and secretion and

pancreatic Beta-cell dysfunction in diabetes. Current Diabetes Reviews, 9, 25-53.

Gangemi J. D., y King, D. (2009). The potential for nutrigenomics in prevention of

metabolic syndrome. Journal of the South Carolina Academy of Science, 7, 14-18.

Greene D., Das B. y Fricker L. D. (1992). Regulation of carboxypeptidase E. Effect
of pH, temperature and Co2+ on kinetic parameters of substrate

hydrolysis. Biochemical Journal, 285, 613-618.

Jackson R.S., Creemers J.W., Ohagi S., et al. (1997). Obesity and impaired
prohormone  processing associated with mutations in the human

prohormone. Nature Genetics, 16, 303-306.

Jahan-Mihan A., Rodriguez J., Christie C., et al. (2015). The role of maternal
dietary proteins in development of metabolic syndrome in offspring. Nutrients, 7,
9185-9217.

Jeffrey K.D., Alejandro E.U., Luciani D.S., et al. (2008). Carboxypeptidase E
mediates palmitate-induced B-cell ER stress and apoptosis. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 105, 8452-8457.

Ji L., Wu H.T., Qin X., et al. (2017). Dissecting carboxypeptidase E: properties,
functions and pathophysiological roles in disease. Endocrine Connections, 6, R18-
R38.

Jung Y. K. y Fricker L. D., (1994). Expression of the carboxypeptidase E gene:

Characterization of the initiator-binding proteins. Biochimie, 76, 336-345.

Jung Y. K., Kunczt C. J., Pearson, R. K., et al. (1991). Structural characterization of

the rat carboxypeptidase-E gene. Molecular Endocrinology, 5, 1257-1268.

Kaput J., y Rodriguez R. L., (2004). Nutritional genomics: The next frontier in the
postgenomic era. Physiological Genomics, 16, 166-177.

51



v

Kasuga M., (2006). Insulin resistance and pancreatic beta cell failure. Journal of
Clinical Investigation, 116, 1756-1760.

Lakshmy R., (2013). Metabolic syndrome: Role of maternal undernutrition and fetal

programming. Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders, 14, 229-240.

Leal-Lopes C., Velloso F.J., Campopiano J.C., et al. (2015). Roles of commensal
microbiota in pancreas homeostasis and pancreatic pathologies. Journal of
Diabetes Research, 2015:284680.

Lee T. y Young R., (2013). Transcriptional regulation and its misregulation in
disease. Cell, 152, 1237-1251.

Manser E., Fernandez D., Loo L., et al. (1990). Human carboxypeptidase E:
Isolation and characterization of the cDNA, sequence conservation, expression

and processing in vitro. Biochemical Journal, 267, 517-525.

Marroqui L., Gonzalez A., Neco P., et al. (2012). Role of leptin in the pancreatic -
cell: effects and signaling pathways. Journal of Molecular Endocrinology, 49, R9-
R17.

Martins V. J., Toledo Floréncio T. M., Grillo L. P., et al., (2011). Long-lasting effects
of undernutrition. International Journal of Environmental Research and Public
Health, 8, 1817-1846.

Martorell R., Melgar P., Maluccio J. A., et al. (2010). The nutrition intervention
improved adult human capital and economic productivity. Journal of Nutrition, 140,
411-414.

Maston G.A., Evans S.K., Green M.R., (2006). Transcriptional regulatory elements

in the human genome. Annual Review of Genomics and Human Genetics, 7,29-59.

Molina G.S., Correa D.M., Rojas J.L., et al. (2014). Origenes fetales de la
patologia del adulto: la restriccion del crecimiento intrauterino como factor de

riesgo. Revista Chilena de Obstetricia y Ginecologia, 79, 546-553.

52



s

Morimoto S., Calzada L., Sosa T. et al. (2012a). Emergence of ageing-related
changes in insulin secretion by pancreatic islets of male rat offspring of mothers
fed a low-protein diet. British Journal of Nutrition, 107, 1562-1565.

Morimoto S., Sosa T. C., Calzada L., et al. (2012b). Developmental programming
of aging of isolated pancreatic islet glucose-stimulated insulin secretion in female
offspring of mothers fed low-protein diets in pregnancy and/or lactation. Journal of

Developmental Origins of Health and Disease, 3, 483-488.

Muzumdar R., Ma X., Atzmon G., et al. (2004). Decrease in glucose-stimulated

insulin secretion with aging is independent of insulin action. Diabetes, 53, 441-446.

Neeley W. E., (1972). Simple automated determination of serum or plasma glucose
by a hexokinase/glucose-6-phosphate = dehydrogenase @ method. Clinical
Chemistry, 18, 509-515.

Nishigori T., Yanagita M., y Takeuchi T. (1996). Proinsulin cleaved by furin is
processed to chromatographically mature insulin by carboxypeptidases in

nonneuroendocrine cells. Peptides, 17, 789-796.

O'Dowd J. F., y Stocker C. J. (2013). Endocrine pancreatic development: Impact of
obesity and diet. Frontiers in Physiology, 4:170.

Olvera-Granados C. P., Leo-Amador G. E., y Hernandez-Montiel H. L. (2008).
Pancreas y células beta: mecanismos de diferenciacion, morfogénesis y
especificacion celular endocrina. ;Regeneracion?. Boletin Médico del Hospital
Infantil de México, 65, 306-324.

Plum L., Lin H.V., Dutia R., et al., (2009). The obesity susceptibility gene Cpe links
FoxO1 signaling in hypothalamic pro-opiomelanocortin neurons with regulation of
food intake. Nature Medicine, 15, 1195-1201.

53



v

Portha B., Kergoat M., Blondel O, et al., (1995). Underfeeding of rat mothers
during the first two trimesters of gestation does not alter insulin action and insulin

secretion in the progeny. European Journal of Endocrinology, 133, 475-482.

Recillas F. y Escamilla M., (2004). Participacion de la estructura de la cromatina en
la regulacion de la expresion génica. En: Mensaje Bioquimico, Vol XXVIII. Flores
Herrera O, Riveros Rosas H, Sosa Peinado A, Vazquez Contreras E (eds).
Depto Bioquimica, Fac Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México.
Cd Universitaria, México, DF, MEXICO. 173-201.

Rinaudo P. y Wang E. (2012). Fetal programming and metabolic syndrome. Annual
Review of Physiology, 74, 107-130.

Rodriguez-Trejo A., Ortiz-Lopez M. G., Zambrano E., et al., (2012). Developmental
programming of neonatal pancreatic (3-cells by a maternal low-protein diet in rats
involves a switch from proliferation to differentiation. American Journal of
Physiology Endocrinology and Metabolism, 302, E1431-14309.

Sanchez V. C., Goldstein J., Stuart R. C., et al. (2004). Regulation of hypothalamic
prohormone convertases 1 and 2 and effects on processing of prothyrotropin-

releasing hormone. Journal of Clinical Investigation, 114, 357-369.

Schnell M., Dominguez Z. y Carrera C. (2007). Aspectos genéticos, clinicos y
fisiopatologicos del sindrome metabdlico. Anales Venezolanos de Nutricién, 20,
92-98.

Seidah N.G. (2011). The proprotein convertases, 20 years later. Methods in
Molecular Biology. 768, pp. 23-57.

Sosa-Larios T. C., Cerbon M. A., y Morimoto S. (2015). Epigenetic alterations
caused by nutritional stress during fetal programming of the endocrine
pancreas. Archives of Medical Research, 46, 93-100.

54



s

Stijnen P., Ramos-Molina B., O'Rahilly S., et al. (2016). PCSK1 Mutations and
Human Endocrinopathies: From Obesity to Gastrointestinal Disorders. Endocrine
Reviews; 37, 347-371.

Suckale J. y Solimena M. (2010). The insulin secretory granule as a signaling hub.

Trends in Endocrinology and Metabolism, 21, 599-609.

Utsunomiya N., Ohagi S., Sanke T., et al. (1998). Organization of the human
carboxypeptidase E gene and molecular scanning for mutations in japanese
subjects with NIDDM or obesity. Diabetologia, 41, 701-705.

Vezzosi D., Bennet A., Fauvel J., et al. (2003). Insulin levels measured with an
insulin-specific assay in patients with fasting hypoglycaemia related to endogenous

hyperinsulinism. European Journal of Endocrinology, 149, 413-419.

Vuguin P., Ma X., Yang X., et al. (2001). Food deprivation limits insulin secretory
capacity in postpubertal rats. Pediatric Research, 49, 468-473.

Weiss M.A., (2009). Proinsulin and the genetics of diabetes mellitus. Journal of
Biological Chemistry, 284, 19159-9163.

Yi Chu K. Meredith J.L., Tobias A., et al. (2011). Differential regulation and
localization of carboxypeptidase D and carboxypeptidase E in human and mouse
B-cells. Islets, 3, 155-165.

Zambrano E., Rodriguez-Gonzalez G.L., Guzman C., et al. (2005). A maternal low
protein diet during pregnancy and lactation in the rat impairs male reproductive
development. Journal of Physiology, 563 (Pt 1), 275-284.

55
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Apéndice 1A. Diseiio de los oligonucleétidos para el gen de PCSK1.
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Apéndice 1B. Diseiio de los oligonucleétidos para el gen de CPE.
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Apéndice 1C. Diseiio de los oligonucleétidos para el gen de B-Actina.

58



Apéndice 2. Curva patron para el calculo de la concentracion de insulina.
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