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Resumen

Varios estudios epidemiolégicos han mostrado que uno de los factores
de riesgo asociados con el desarrollo de diabetes tipo 2 y otras enfermedades
en la vida adulta es la insuficiencia ponderal al nacimiento y durante la infancia.
Con base en estos estudios, se ha postulado que las enfermedades del adulto
pueden programarse durante el desarrollo intrauterino y postnatal temprano.
Con la finalidad de identificar los mecanismos de programacién del desarrollo
de la diabetes tipo 2 y otras enfermedades, se han generado varios modelos
animales experimentales. En el modelo de restriccidon proteica materna, las crias
de ratas alimentadas con una dieta baja en proteinas durante la gestacion y
lactancia tienen insuficiencia ponderal al nacimiento y postnatal, bajo peso del
pancreas, una masa reducida de células B pancredticas, una secrecion deficiente
de insulina estimulada por glucosa y diabetes. La restriccion proteica materna
impuesta sélo en la gestacion o lactancia también afecta el crecimiento
corporal, la funcion de las células B y la homeostasis de la glucosa, aunque los
efectos sobre la estructura de las células B estan escasamente definidos.

Los mecanismos que causan la programacion (i.e. alteraciones
estructurales y funcionales) de las células B durante el desarrollo prenatal y/o
postnatal temprano aun no estan totalmente establecidos. Su funcionamiento
inadecuado y masa reducida provocan una secrecion deficiente de insulina, la
cual contribuye al desarrollo de diabetes tipo 2. La programacion de las células
B puede reflejar, en parte, cambios en la expresion de genes cruciales para la
funcion de estas células, como Ins, Slc2a2 y Kcnjll1, asi como de factores
transcripcionales que regulan la sintesis y secrecién de insulina y las distintas
etapas del desarrollo pancredtico, como Foxa2, Hnflb, Hnfla y Hnfda
(involucrados en la especificacion pancredtica de las células endodérmicas),
Pdxl1, Rfx6 y Neurodl (necesarios para la formaciéon del pdancreas y la
diferenciacion de las células precursoras endocrinas), Isll, Pax4 y Nkx6-1
(implicados en la diferenciacién y crecimiento de las células B y otros tipos

celulares endocrinos).



Por lo tanto, en este proyecto se determinaron los efectos de la
restriccion proteica materna prenatal y/o postnatal temprana sobre el peso
corporal al nacimiento y en la lactancia, las concentraciones en suero de glucosa
e insulina, el peso del pancreas, la estructura (fraccion, masa, numero y tamafo
de agregados) y proliferacion de las células B, asi como los niveles de ARNm de
Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a, Pdxl1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4, Nkx6-1, Ins,
Slc2a2 y Kcnjl1 en islotes pancreaticos aislados. La evaluacion se realiz6 a los 7
y 21 dias postnatales en las crias macho de ratas Wistar alimentadas con una
dieta control (“C”; 20% de proteina) o una dieta isocalorica baja en proteinas
(“R”; 6% de proteina) durante la gestacion (primera letra) y/o lactancia (segunda

letra) para generar cuatro grupos experimentales: CC, RR, RC y CR.

La restriccion proteica prenatal y postnatal (RR) redujo el peso corporal y
del pancreas, la fraccion, masa, niumero y tamano de agregados y proliferacion
de las células B; las concentraciones de glucosa e insulina fueron similares a las
del grupo control (CC), mientras que los niveles de ARNm de Hnfla, Hnf4a,
Pdx1, Rfx6, Isl1y Slc2a2 se incrementaron.

La normalizacién postnatal de la nutricion en las crias con restriccion
proteica prenatal (RC) provocd la recuperacion del crecimiento corporal y del
pancreas. En estas crias, la concentracion de glucosa no se alter6 y la de
insulina se incremento; la fraccion, masa, namero y tamafo de agregados y
proliferacion de las células B fueron menores y los niveles de ARNm de Hnfla,
Hnf4a, Pdx1, Rfx6 e Ins aumentaron.

La restricion proteica postnatal (CR) disminuy6 el peso corporal y del
pancreas y la concentracién de insulina, aunque no afecté la de glucosa. La
masa y proliferacién de las células B se redujeron y el tamafno de agregados no
vario, mientras que la fraccion y nimero de agregados de células B y los niveles

de ARNm de Hnfla, Hnf4a, Rfx6y Slc2a2 se incrementaron en estas crias.

Los resultados indican que las alteraciones estructurales de las células B,
causadas por la restriccion proteica materna, se programan en la vida
intrauterina. El incremento en la expresién de Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Isll y

Slc2a2 puede ocurrir como un mecanismo de adaptacion inicial a la restriccion



proteica que mantiene la sintesis y secrecion de insulina y promueve la
diferenciacion de células B, limitando su proliferaciobn de forma que las
proteinas sean usadas para mantener las células existentes. Sin embargo, esto
resulta en una masa disminuida de células B, lo cual puede contribuir a una

secrecion deficiente de insulina y al desarrollo subsecuente de diabetes.



Abstract

Several epidemiological studies have shown an association between low
birth and childhood weight and an increased risk of developing type 2 diabetes
and other diseases in adult life. These studies led to the proposal that
adulthood diseases can be programmed during intrauterine and early postnatal
development. A variety of experimental animal models have been developed in
order to identify the mechanisms underlying developmental programming of
adulthood diseases. In the model of maternal protein restriction, offspring of rat
dams fed low protein diets in gestation and lactation show low birth and
postnatal body and pancreatic weight, reduced pancreatic B-cell mass, impaired
glucose-stimulated insulin secretion and diabetes. Maternal protein restriction
imposed only in gestation or lactation also affects body growth, B-cell function
and glucose homeostasis, although effects on B-cell structure are scarcely
defined.

The mechanisms underlying B-cell programming (i.e. structural and
functional alterations) during prenatal and/or early postnatal development are
not completely elucidated. B-Cell dysfunction and reduced mass lead to insulin
secretion impairment, which contributes to type 2 diabetes development. Its
programming may reflect changes in expression of key functional genes, like
Ins, Slc2a2 and Kcnjl1, as well as of transcription factors regulating insulin
synthesis and secretion and various stages of pancreatic development, such as
Foxa2, Hnflb, Hnfla and Hnfd4a (involved in pancreatic specification of
endodermal cells), Pdxl1, Rfx6é and Neurodl (required for pancreas formation
and endocrine precursor cell differentiation), Isl1, Pax4 and Nkx6-1 (implicated

in B-cell and other endocrine lineage divergence and growth).

Therefore, in this project, the effects of prenatal and/or early postnatal
maternal protein restriction on body weight at birth and lactation, serum
glucose and insulin concentrations, pancreatic weight, B-cell structure (fraction,

mass, aggregate number and size) and B-cell proliferation, as well as Foxa2,



Hnflb, Hnfla, Hnfda, Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2 and
Kcnj11 pancreatic islet mRNA levels were assessed at postnatal days 7 and 21 in
male offspring of Wistar rat dams fed control (“C”; 20% protein) or isocaloric low
protein (“R”; 6% protein) diets throughout gestation (first letter) and/or lactation

(second letter) in four experimental groups: CC, RR, RC and CR.

Prenatal and postnatal protein restriction (RR) reduced body and
pancreatic weight, B-cell fraction, mass, number and size of aggregates and B-
cell proliferation; glucose and insulin concentrations were similar to those of CC
(control group), whereas Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Isl1 and Slc2a2 mRNA levels
increased.

Normalizing postnatal nutrition in offspring with prenatal protein
restriction (RC) led to body and pancreatic catch-up growth. Pups showed
unchanged glucose and increased insulin concentrations, reduced p-cell
fraction, mass, number and size of aggregates and B-cell proliferation, and
augmented Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6 and Ins mRNA levels.

Postnatal protein restriction (CR) diminished body and pancreatic weight
and insulin concentration, although it did not affect serum glucose levels.
Offspring B-cell mass and proliferation were reduced and aggregate size was
unaltered, whereas B-cell fraction and aggregate number, as well as Hnfla,
Hnf4a, Rfx6 and Slc2a2 mRNA levels increased.

These results show that structural alterations of B cells are programmed
by maternal protein restriction during intrauterine life. Induction of Hnfla,
Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Isl1 and Slc2a2 expression may occur as an initial adaptation
mechanism to protein restriction which maintains insulin synthesis and
secretion and promotes B-cell differentiation, limiting proliferation so protein
can be used to maintain the existing cells. However, this results in a decreased
B-cell mass, which may contribute to insulin secretion impairment and the

subsecuent development of diabetes.
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1. Antecedentes

1.1 Homeostasis de la glucosa

La glucosa es un carbohidrato cuya oxidaciéon constituye uno de los
procesos principales de obtencidon de energia e intermediarios metabolicos para
las reacciones de biosintesis en el organismo (Nelson DL y Cox MM, 2006). Su
concentracion plasmatica se mantiene, normalmente, en un rango de 4.0-9.0
mM durante el dia, a pesar de fluctuaciones en la demanda y aporte de glucosa

(e.g. ejercicio e ingesta de alimentos, respectivamente) (Gerich JE, 2000).

La homeostasis de la glucosa en sangre provee una fuente constante de
energia a todos los 6rganos, particularmente al cerebro, el cual depende de la
glucosa para producir ATP, y previene la hipoglucemia e hiperglucemia (Tirone
TA y Brunicardi C, 2001). La disminucién severa de la concentraciéon plasmatica
de glucosa (i.e. <2.6 mM) puede provocar disfunciéon neurolégica, convulsiones,
coma y muerte (Abdelmalik PA y cols., 2007; Auer RN, 1986; Koh TH y cols.,
1988), mientras que su elevacién persistente (i.e. concentraciéon plasmatica
casual >11.1TmM 6 >7.0 mM en ayuno >8 h) favorece el desarrollo de
complicaciones como retinopatia, nefropatia y neuropatia (American Diabetes
Association, 2007).

Durante los estados postabsortivo (8-16 h de ayuno) y postprandial
(periodo de 5-7 h posterior a la ingesta de alimentos), la homeostasis de la
glucosa en sangre depende del balance entre la liberacién (produccion e
ingesta) y remocion (utilizacion o almacenamiento) de la glucosa de la

circulacion sistémica (Gerich JE, 1993).



1.1.1 Produccion y utilizacion de la glucosa

Ademas de ser ingerida en la dieta, la glucosa que entra a la circulacion
sistémica puede ser obtenida mediante dos procesos: (1) gluconeogénesis, i.e.
la formacién de nuevas moléculas de glucosa a partir de glicerol, lactato y
aminoacidos, y (2) glucogendlisis, i.e. la ruptura de glucdégeno (polimero de
glucosa) (Gerich JE, 1993; Jahoor F y cols., 1992; Junglas RL y cols., 1992).

La glucosa que se libera a la circulacion proviene del higado y del rinon.
Aunque otros tejidos contienen enzimas que generan glucosa-6-fosfato a partir
de glucogeno o de precursores gluconeogénicos, sbélo estos dos &rganos
contienen suficiente glucosa-6-fosfatasa para producir cantidades significativas
de glucosa disponible para entrar en la circulacién sistémica (Gerich JE 2000). El
higado produce glucosa via glucogendélisis y gluconeogénesis (Klover PJ y
Mooney RA, 2004). La glucosa liberada por el rifidn proviene casi
exclusivamente de gluconeogénesis debido a que éste contiene poco glucégeno
y las células que lo sintetizan tienen una actividad disminuida de la enzima
glucosa-6-fosfatasa (Stumvoll M y cols., 1997). El musculo esquelético también
lleva a cabo glucogendlisis y aunque éste contiene 5 veces mas glucégeno que
el higado (400 g vs. 80 g previo a un ayuno de 8 h), la glucosa producida no
entra en la circulacion como glucosa libre; ésta es de uso endoégeno o se libera a
la circulacién como lactato y alanina, los cuales pueden ser utilizados como

precursores gluconeogénicos (Gerich JE, 1993; Kelley D y cols., 1988).

La utilizacion de la glucosa depende de su concentracién plasmatica, de
los requerimientos de glucosa por parte de los tejidos y de la concentracion
plasmatica de insulina y la sensibilidad a esta hormona en los tejidos que la
requieren para captar la glucosa (Gerich JE, 1993).

La captacion o transporte de la glucosa al interior de las células ocurre
por difusion facilitada a través de proteinas de membrana denominadas
transportadores de glucosa (GLUT). A la fecha se han descrito 14
transportadores de distintas caracteristicas (GLUT1-14), cuya presencia varia
entre los tejidos (Thorens By Mueckler M, 2010; Zhao FQ y Keating AF, 2007).



La captacion de la glucosa en el musculo, higado y tejido adiposo esta
influenciada por las concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina, mientras
que en el cerebro, células sanguineas, piel, tejidos gastrointestinales y rinones

es independiente de la insulina (Gerich JE, 1993; lozzo Py cols., 2003).

La glucosa captada por los tejidos puede ser (1) almacenada como
glucdégeno (ruta directa, i.e. la glucosa captada es incorporada al glucégeno), (2)
oxidada completamente a CO, y H,0 via glucolisis-ciclo de Krebs-fosforilacion
oxidativa para producir ATP e intermediarios metabdlicos, (3) oxidada para
obtener ribosa-5-fosfato (precursor para la sintesis de nucle6tidos) y NADPH
para procesos biosintéticos reductores (e.g. sintesis de acidos grasos, colesterol
y hormonas esteroideas) mediante la via de las pentosas fosfato, o (4)
convertida a lactato, piruvato y alanina (glucdlisis no oxidativa), los cuales
pueden ser utilizados para producir glucosa via gluconeogénesis. La glucosa
generada puede ser almacenada como glucégeno (ruta indirecta, i.e. la glucosa
es formada a partir de precursores gluconeogénicos y, posteriormente, es
incorporada al glucogeno) o liberada a la circulacion sistémica (Gerich JE, 1993;
Nelson DL y Cox MM, 2006; Woerle HJ y cols., 2003). La proporcion en la cual la
glucosa entra en alguna de estas rutas varia entre los tejidos y depende del
grado de ayuno, del medio hormonal y de la presencia de sustratos alternativos

como los acidos grasos libres (Gerich JE, 1993).

1.1.2 Estado postprandial

El estado postprandial es el periodo de 5-7 h que transcurre después de
ingerir alimentos. Debido a que la asimilacion completa de los constituyentes de
una comida mixta (grasas, proteinas y carbohidratos) y el reestablecimiento del
estado postabsortivo (8-16 h de ayuno) toma, al menos, 6 h, los individuos que
ingieren 3 alimentos al dia estan en estado postprandial la mayoria del tiempo
(Gerich JE, 2000).



La glucosa es un monosacarido que puede ser ingerido como tal o como
componente de disacaridos (e.g. maltosa, lactosa, trehalosa, sacarosa) o
polisacaridos (e.g. almidén y glucogeno) presentes en los alimentos. Los
disacaridos y polisacaridos son hidrolizados por enzimas digestivas,
principalmente en el intestino delgado, para formar glucosa y otros
monosacaridos (e.g. fructosa, manosa, galactosa). Los monosacaridos se
transportan al interior de las células epiteliales del intestino y, posteriormente,
son liberados a la sangre y captados por los tejidos, cuyas células los fosforilan
y canalizan hacia la glucdlisis. La fructosa, manosa y galactosa pueden entrar en
la via glucolitica al ser transformadas en algin intermediario de esta ruta
metabdlica (Nelson DL y Cox MM, 2006).

Después de una ingesta de glucosa (75 g), su concentracién plasmatica
se incrementa durante los primeros 15 min, tiene un pico maximo a los 45-90
min (normalmente, no mayor a 9 mM) y regresa a valores postabsortivos a los
180 min (Mitrakou A y cols., 1990). La concentraciéon plasmatica postprandial de
glucosa esta determinada por los cambios en las tasas de aparicion y remocion
de la glucosa de la circulacion sistémica. La tasa de aparicion representa la
glucosa ingerida que no es captada en el primer paso de extraccion esplacnica
(6rganos esplacnicos: higado, intestinos, estdbmago, pancreas y bazo) y la
liberacion residual de glucosa endogena por parte del higado y del rindn (Gerich
JE, 2000; Parks DA y Jacobson ED, 1985). La tasa de aparicion de glucosa en la
circulacion sistémica excede la de su remocion en los primeros 80-100 min. Por
lo tanto, la concentraciéon plasmatica de glucosa se incrementa. Después de este
periodo, la tasa de remocién aumenta y, en consecuencia, la concentracion

plasmatica de glucosa disminuye (Gerich JE, 2000).

La homeostasis postprandial de la glucosa estd influenciada
principalmente por la supresion de la liberacién enddgena de glucosa (i.e. de la
glucogendlisis y gluconeogénesis) y la captacion esplacnica y post-esplacnica de

glucosa en los tejidos (Meyer C y cols., 2002; Woerle HJ y cols., 2003).



La liberacion enddgena de glucosa en el periodo postprandial se suprime
en un 60%. La liberacion hepatica es suprimida en un 82% y, como resultado, 30
g menos de glucosa alcanzan la circulacién sistémica en este intervalo. La
liberacion renal, sin embargo, se incrementa y contribuye en un 60% a la
liberacion enddégena postprandial de glucosa. Este incremento podria permitir
una supresiéon importante de la liberacién de glucosa y promover una formacién

de glucogeno mas eficiente en el higado (Meyer C y cols., 2002).

En la ingesta de una comida con un contenido aproximado de 78 g de
glucosa, =98 g son utilizados. Los tejidos esplacnicos extraen =23 g, mientras
que =75 g entran en la circulacion sistémica (=54 de los 78 g ingeridos y =21 g
que provienen de la liberacion endégena de glucosa) y son captados por los
tejidos periféricos (Woerle HJ y cols., 2003). El 35-40% es captado por el
musculo esquelético, inicialmente para su oxidacion en sustitucion de los acidos
grasos libres y, posteriormente, para su almacenamiento como glucégeno; 20%
es captado por el cerebro como sustituto de la glucosa endbégena que
normalmente se hubiera tomado en este periodo; 20% es extraido de la
circulacion sistémica por el higado como glucosa intacta o como lactato, alanina
y glutamina para la formacién de glucégeno; =10% es captado por los rifiones y
7-15%, por el tejido adiposo y otros tejidos (Gerich JE 2000; Marin P y cols.,
1992; Meyer C vy cols., 2002; Taylor Ry cols., 1993; Taylor Ry cols., 1996).

De la glucosa captada por los tejidos (=98 g) en el periodo postprandial
(Figura 1), 33% es almacenado directamente como glucégeno y 67% entra en la
via glucolitica: 44% es oxidado a CO, y H,O, mientras que el 23% restante es
liberado a la circulacién como lactato, piruvato y alanina para la formacion de

glucdégeno (12%) o glucosa (11%) (Woerle HJ y cols., 2003).



Figura 1. Rutas de utilizacién postprandial de la glucosa (modificado de Woerle HJ y cols., 2003).

1.1.3 Estado postabsortivo

La concentracion plasmatica de glucosa es relativamente estable (=5 mM)
en el estado postabsortivo (8-16 h de ayuno). Su tasa de liberacion (produccion)
en la circulacion es semejante a la de remociéon (utilizacion), i.e. =10umol/
Kg'/min'. Sin embargo, la tasa de remocion excede ligeramente a la de
liberacion. Por lo tanto, si el ayuno se prolonga, la concentracién plasmatica de
glucosa disminuye gradualmente; en un ayuno de 20-24 h, ésta puede reducirse
10-15% (i.e. 4.0-4.5 mM), aunque se mantiene >2.8 mM después de 72 h
(Consoli Ay cols., 1987; Gerich JE, 2000).

El 80% de la glucosa producida en este estado proviene del higado

(glucogendlisis: =50%; gluconeogénesis: ~50%) y el resto es generada por el



rindn (gluconeogénesis). La proporciéon correspondiente a la gluconeogénesis
aumenta con la duraciéon del ayuno (14 h-47%; 22 h- 67%; 42 h-93%), conforme
la cantidad de glucégeno se reduce (100 mg/min o 9%/h). Sin embargo, ambos
organos liberan aproximadamente la misma cantidad de glucosa (2.5-3.0
umol/Kg'/min') a partir de gluconeogénesis (Gerich JE, 2000; Landau BR y cols.,
1996; Stumvoll M y cols., 1997; Tirone TA y Brunicardi FC, 2001).

En el estado postabsortivo no hay almacenamiento de glucosa; ésta es
captada por los tejidos (Tabla 1) y oxidada completamente o metabolizada a
lactato, alanina y glutamina, los cuales son liberados en la circulacion para

producir glucosa (Gerich JE, 2000; Perriello G y cols., 1995).

Tabla 1. Captacion de glucosa en el estado postabsortivo

% del total
Cerebro 45-60
Musculo esquelético 15-20
Rifiones 10-15
Células sanguineas 5-10
Organos esplacnicos* 3-6
Tejido adiposo 2-4

*Higado, estdbmago, intestinos, pancreas y bazo
(Parks DA y Jacobson ED, 1985)

En un ayuno mas prolongado al del estado postabsortivo, se utilizan
aminoacidos como sustratos gluconeogénicos e intermediarios en el ciclo de
Krebs para la produccion de ATP. Después de un periodo de 3 dias de inanicién,
la utilizacion de glucosa como fuente energética en los tejidos disminuye y las
proteinas se conservan, por lo que la homeostasis energética se mantiene
mediante la utilizacion de acidos grasos libres y cuerpos ceténicos (Owen OE y
Reichard GA, 1971; Owen OE y cols., 1979; Owen OE y cols., 1998).



1.2 Regulacion de la homeostasis de la glucosa

La homeostasis de la glucosa en sangre durante los estados
postabsortivo y postprandial esta controlada por sefiales nerviosas vy
hormonales, las cuales son activadas por cambios en la concentracion
plasmatica de glucosa. Estas sefales promueven o suprimen la produccion,

utilizacion y almacenamiento de la glucosa en el organismo.

Durante el periodo postprandial, la ingesta de glucosa induce varias
respuestas neuronales y endocrinas desde el momento en el que aparece en la
cavidad oral hasta su absorcion en el intestino y el aumento de su concentracion

en la circulacion sistémica (Marty N y cols., 2007; Thorens B, 2008).

En la boca, la glucosa estimula un reflejo nervioso mediante la activacion
de receptores del gusto y de sus fibras aferentes, las cuales proyectan al tronco
encefalico. Este reflejo induce la fase cefalica de la secrecion de la hormona
insulina en las células B pancreaticas, i.e. la concentracién plasmatica de
insulina aumenta antes de que la concentracion de glucosa en sangre se
incremente. La estimulacién de la secreciéon de insulina durante la fase cefalica
ocurre a través de mecanismos colinérgicos (activacion de receptores
muscarinicos por la acetilcolina liberada de las fibras nerviosas
postganglionares que inervan los islotes pancreaticos) y no colinérgicos
(posiblemente mediados por los neurotransimisores VIP [polipéptido vasoactivo
intestinal], PACAP [polipéptido pituitario activador de la adenilato ciclasa] y GRP
[péptido de liberacidén de gastrina], liberados por nervios parasimpaticos en los
islotes). La concentracién plasmatica de insulina aumenta 2 minutos después de
la estimulacion oral, alcanza un pico maximo a los 4 minutos y regresa al nivel
basal a los 10 minutos, aproximadamente (Ahrén B, 2000; Ahrén B y Holst JJ,
2001; Just Ty cols., 2008; Marty N y cols., 2007; Thorens B, 2008).

En el intestino, la presencia de glucosa induce cambios en la funcion del
tracto gastrointestinal, e.g. inhibicion del vaciado gastrico e ingesta de comida y

estimulacion de la secrecion pancreatica e intestinal. La glucosa es absorbida en



el lumen intestinal por los enterocitos y detectada principalmente por células
enteroendocrinas y neuronas del sistema nervioso entérico. En las células
enteroendocrinas, la glucosa estimula la liberacion de péptidos vy
neurotransmisores, como la serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), GLP-1
(péptido 1 semejante al glucagon) y GIP (polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa), los cuales se unen a sus receptores en las neuronas
entéricas y las activan. Estas neuronas pueden activar vias especializadas de
reflejos en el sistema nervioso entérico que regulan la secrecion epitelial y los
patrones de motilidad intestinal. La 5-HT incrementa la motilidad intestinal
mediante su accién en neuronas motoras y esta involucrada en la secrecion de
electrolitos. Ademas de los efectos mediados por la 5-HT, la glucosa puede
estimular los reflejos epiteliales y musculares del intestino a través de la
activacion directa de las neuronas entéricas (Berner Hansen M y Witte AB, 2008;
Pfannkuche H y Gabel G, 2009; Raybould HE, 2007). GIP induce la secrecion de
insulina y regula el metabolismo de lipidos, mientras que GLP-1 estimula la
secrecion de insulina y promueve la remocion de glucosa de la circulacién, lo
cual favorece la formacién de glucégeno hepatico. Ademas, GLP-1 inhibe la
secrecion de glucagon, prolonga el vaciado gastrico y disminuye la produccion
hepatica de glucosa (Aronoff SL y cols., 2004; Lam CK y cols., 2009; Marty N y
cols., 2007; Thorens By Larsen PJ, 2004).

Después de su absorcion en el intestino, la glucosa es transportada a la
vena mesentérica. Posteriormente, entra al higado a través de la vena porta
hepatica y, finalmente, es distribuida al resto del cuerpo. En las venas
mesentérica y porta hepatica, la glucosa también es detectada por células
entéricas sensibles a glucosa, las cuales transmiten sefales endocrinas y
neuronales hacia los tejidos periféricos.

En la vena porta hepatica, las células sensibles a glucosa son activadas
por la presencia de este carbohidrato y, en consecuencia, disminuyen la
actividad de disparo de nervios vagos aferentes que proyectan al tronco
encefalico y al hipotalamo. Posteriormente, la sefial de deteccidon de glucosa se
transmite a las células blanco pertinentes, provocando varias respuestas de

adaptacién, como la estimulacion de la primera fase de secrecion de la insulina



y de la captacion de la glucosa en el higado, musculo, corazon y tejido adiposo,
la inhibicion de la secrecion de glucagon y la terminacion de la alimentacion
(Knauf C y cols., 2008; Marty N y cols., 2007; Thorens B, 2008; Thorens B y
Larsen PJ, 2004).

En el higado, la captacion de glucosa induce respuestas que favorecen su
almacenamiento en forma de glucégeno (inhibicién de la glucégeno fosforilasa
y activacion de la glucogeno sintasa). La glucosa también puede estimular la
formacién de acidos grasos mediante la accién de la xilulosa 5-fosfato,
generada a partir del catabolismo de la glucosa por la via de las pentosas
fosfato. La xilulosa 5-fosfato activa a la proteina fosfatasa A2 (PP2A), la cual
desfosforila al factor transcripcional ChREBP (proteina de unién al elemento de
respuesta a carbohidratos) localizado en el citoplasma, provocando su
translocacion al nucleo. Esta proteina promueve la transcripcion de genes
implicados en la glucélisis (L-piruvato cinasa) y la sintesis de acidos grasos
(sintasa de acidos grasos y acetil-CoA carboxilasa) (Marty N y cols., 2007;
Thorens B., 2008).

En el sistema nervioso central, principalmente en el hipotadlamo y el
tronco encefdlico, existen neuronas responsivas a la concentracion extracelular
de glucosa. Estas neuronas estan involucradas en la homeostasis de la glucosa y
la energia debido a que regulan la secrecion de hormonas del pancreas
endocrino, la produccion hepatica de glucosa, el comportamiento alimentario y
el gasto de energia. Las neuronas excitadas por glucosa incrementan su tasa de
disparo al aumentar la concentracion de glucosa, mientras que las neuronas
inhibidas por glucosa son activadas por una disminucién en su concentracion
(Marty N y cols., 2007; Thorens B., 2008). Se ha propuesto como mecanhismo
responsable a las unidades formadas por astrocitos y neuronas acopladas
metabolicamente; la glucosa es captada y catabolizada a lactato en los
astrositos, el cual se transfiere a las neuronas para producir ATP y regular la
actividad de disparo. Las senales provocadas por cambios en la concentracién
extracelular de glucosa se integran en el hipotalamo y las neuronas responsivas

envian eferentes al tallo cerebral, en el cual activan fibras eferentes simpaticas y



parasimpaticas. La inervacion simpatica es responsable de inhibir la secrecion
de insulina y de estimular la secrecion de glucagon en el pancreas y la de
epinefrina en la médula adrenal. Las fibras parasimpaticas promueven la
secrecion de insulina e inhiben Ila produccion hepatica de glucosa
(gluconeogénesis y glucogendlisis), lo cual provoca la disminucion de la
concentracion de glucosa en sangre (Lam CK y cols., 2009; Lam TK y cols.,
2005; Marty Ny cols., 2007).

1.2.1 Pdancreas

El pancreas (Figura 2) es critico en la regulacion de la homeostasis de la
glucosa (tejido endocrino) y participa en la digestion de los alimentos (tejido
exocrino). Las regiones proximal a distal de este 6rgano estan asignadas con los
términos cabeza (regidon cercana al duodeno), cuerpo y cola (region cercana al
bazo) (Slack JMW, 1995).

El tejido exocrino constituye alrededor del 95% del pancreas y esta
formado por células acinares y de conductos. Las células acinares, organizadas
en acinos, producen enzimas digestivas que promueven la absorcién de
nutrientes. Estas enzimas son secretadas hacia el duodeno a través de un
sistema ramificado de conductos, cuyas células anaden mucosa y bicarbonato a
la mezcla de enzimas (Bardeesy N y DePinho RA, 2002; Grappin-Botton A, 2005;
Kume S, 2005).

El tejido endocrino (1-2% del pancreas) sintetiza y secreta hormonas a la
circulacion sistémica. Esta formado principalmente por 5 tipos celulares,
caracterizados por las hormonas que producen: células « (glucagon), células B
(insulina y amilina), células ® (somatostatina), células PP (polipéptido
pancreatico) y células € (grelina). Las células endocrinas estan organizadas en
agregados esféricos denominados islotes de Langerhans, los cuales estan
distribuidos a lo largo del tejido exocrino (Slack JMW, 1995; Spagnoli FM, 2007).
La composiciéon de células en los islotes varia dependiendo de la region del
pancreas y de la especie. En promedio, el tipo celular mas abundante son las

células B (50-80%); las células o constituyen el 20-40%, mientras que las células
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0, PP y € estdn en menor proporcién (Aguayo-Mazzucato C y cols., 2006;
Cabrera O y cols., 2006; Kulkarni RN, 2004).

Ademas del tejido glandular exocrino y endocrino, el pancreas tiene un
flujo importante de sangre arterial, un extenso drenaje linfatico e inervaciones

simpaticas y parasimpaticas (Slack JMW, 1995).

Figura 2. Anatomia del pancreas (modificado de Bardeesy N y DePinho RA, 2002): (A) Regiones
proximal a distal del pancreas: cabeza, cuerpo y cola; (B) Tejido exocrino formado por acinos y
conductos; (C) Células acinares y de conductos; (D) Islote pancreatico (células endocrinas)

rodeado de tejido exocrino.

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en sangre depende, en

gran medida, de la accién de las hormonas pancreaticas insulina y glucagon.

La hiperglucemia, la estimulacion nerviosa y la liberacién de GIP y GLP-1
después de una ingesta de glucosa (75 g) promueven la secrecion de insulina y
suprimen la de glucagon. La concentracion plasmatica de insulina sigue un
patron similar al de la glucosa durante este periodo; su concentracién se

incrementa = 4 veces los valores basales (de 90 a 360 pM aproximadamente)
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entre los 45-90 min después de la ingesta de glucosa y regresa a niveles
postabsortivos a los 180 min. En cambio, la concentracion plasmatica de
glucagon se reduce un 50% (concentracién basal promedio: 45 fM) entre los 45
y 90 minutos posteriores a la ingesta de glucosa y regresa a su concentracion
basal después de 180 min (Gerich JE, 1993; Mitrakou A y cols., 1990).

1.2.1.1 Sintesis y degradacion de la insulina

La insulina es una hormona peptidica de 51 aminoacidos (5808 Da)
formada por dos cadenas, A (21 aminoacidos) y B (30 aminoacidos), las cuales

estan unidas por dos puentes disulfuro (Chevenne D y cols., 1999).

Esta hormona es sintetizada en las células B pancreaticas a partir de un
precursor de cadena simple denominado preproinsulina (11500 Da). La
preproinsulina (100 aminoacidos), producida en ribosomas asociados con el
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), esta constituida por un péptido senal, la
cadena B, un péptido conector (C) y la cadena A. El péptido senal promueve la
translocacion de la preproinsulina del citosol al limen del RER. La eliminacién
del péptido sefial mediante la accion de enzimas microsomales genera la
proinsulina (86 aminoacidos; 9600 Da), cuyo plegamiento esta acoplado a la
formacion de 3 puentes disulfuro: uno intracadena en la cadena A (A6-A11) y
dos que conectan las cadenas Ay B (A7-B7 y A20-B19). En la pre-proinsulina y la
proinsulina, el péptido C (35 aminoacidos) esta entre las cadenas A y B. La
proinsulina es transferida del RER al aparato de Golgi, en el cual se lleva a cabo
su almacenamiento, junto con las enzimas procesadoras, en granulos de
secrecion recubiertos de clatrina. La maduracion de los granulos de secrecion
consiste en la pérdida del recubrimiento de clatrina y la conversién de la
proinsulina a insulina y péptido C mediante procesamiento proteolitico (Figura
3). Las endoproteasas proconvertasa 2 y 1/3 rompen la proinsulina en dos
residuos dibasicos distintos: los aminoacidos Arg®- Lys®, los cuales estan entre
el péptido C y la cadena A (proconvertasa 2) y Arg*'-Arg*, localizados entre la
cadena B y el péptido C (proconvertasa 1/3). La carboxipeptidasa H elimina los

2 pares de aminoacidos dibasicos de los dos sitios de ruptura. El péptido Cy la
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insulina se producen cuando la ruptura enzimatica se completa en ambos sitios
de union (Chevenne D y cols., 1999; Goodge KA y Hutton JC, 2000; Uchizono Y
y cols., 2007; Weiss MA, 2009; Wilcox G, 2005).

Figura 3. Procesamiento proteolitico de la proinsulina (modificado de Chevenne D y cols., 1999).
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La insulina madura queda almacenada en los granulos de secrecion en
forma de hexameros estables que contienen Zn*. Cuando la insulina es liberada
mediante exocitosis, los hexameros se disocian en la circulacién portal para

producir mondmeros bioactivos de la hormona (Weiss MA, 2009).

La vida media de la insulina en circulacién es de 4-6 min. Su eliminacién
de la circulaciéon y la degradacién celular se llevan a cabo principalmente por el
higado y el rindn, aunque cualquier tejido que contenga receptores de insulina
puede degradar esta hormona. Aproximadamente el 50% de la insulina portal es
removida por el higado. El proceso principal de captacion y degradacion de la
insulina en los hepatocitos esta mediado por la unién a su receptor e
internalizacién. La insulina de la circulacion sistémica es removida
principalmente por el rindon (=50%) a través de dos mecanismos: filtracion
glomerular y reabsorcion tubular proximal y degradaciéon. La eliminacion
glomerular de la insulina puede ocurrir por difusiéon y por transporte mediado
por receptor. Después de su entrada en el lumen tubular, la insulina filtrada es
reabsorbida, mediante endocitosis, por las células proximales tubulares.

La insulina que se une a su receptor en los tejidos blanco puede ser
liberada a la circulacién o internalizada en endosomas para su degradacion
(diacitosis) o liberacion (retroendocitosis). Los endosomas degradan esta
hormona mediante la accion de la enzima IDE (enzima de degradacién de la
insulina), aunque la insulina intacta o parcialmente degradada por los
endosomas puede ser captada por los lisosomas, en los que se completa su
degradacién. El paso inicial de degradacion consiste en una o mas rupturas de
la cadena B. Posteriormente los enlaces disulfuro son reducidos por la accion de
la enzima PDI (proteina disulfuro isomerasa) o alguna enzima relacionada. Los
productos de esta degradacion inicial consisten en una cadena A intacta y varios
fragmentos de la cadena B, los cuales son degradados posteriormente por

varias enzimas proteoliticas (Duckworth wWC % cols., 1998).
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1.2.1.2 Secrecion de la insulina

El acoplamiento estimulo-secrecion es esencial para la respuesta
adecuada de las células B pancreaticas. La secrecion de insulina es estimulada
por glucosa y estd influenciada por la accion de otros nutrientes (e.g.
aminoacidos, acidos grasos), hormonas (e.g. GLP-1, GIP) y neurotransmisores
(e.g. acetilcolina). Estos factores generan sefales de activacion y amplificacion
de la secrecion de insulina a través de distintas vias de senalizacion en las
células B (Figura 4) (Ahrén B, 2000; Bratanova-Tochkova TK y cols., 2002;
Drucker DJ, 2006; Henquin JC, 2000; Kahn SE y cols., 2006; Newsholme P y
cols., 2006; Nolan CJ y cols., 2006).

Secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS)

La glucosa estimula la liberacion de la insulina mediante vias de senalizacion de
activacion y amplificacion, las cuales son complementarias. La via de activacion
(incremento de [Ca?*]i) induce la secrecidon de insulina, mientras que la via de
amplificacion sirve para optimizar la respuesta secretora generada por la sefal

de activacion (Henquin JC vy cols., 2003).

A) Via de activacion

En presencia de una concentracion extracelular basal de glucosa (5-6
mM), la tasa metabdlica de las células B es relativamente baja y su membrana
plasmatica esta polarizada a un potencial de reposo que oscila alrededor de -60
mV. Este potencial se mantiene debido a la actividad de la bomba electrogénica

Na*-K*-ATPasa y de canales de potasio sensibles a ATP (K _), los cuales

ATP
preservan el gradiente de cationes. Los canales K _  son hetero-octameros
formados por 4 subunidades del receptor de sulfonilureas SUR1 (ABCCS8) y 4
subunidades del canal de K+ de rectificacién interna Kir6.2 (KCN/1I). Los
cambios en el cociente ATP/ADP intracelular regulan la actividad de los canales
KATP;

SURT lo abre. Hay suficientes canales K abiertos en la membrana plasmatica

la unién de ATP a Kir6.2 cierra el canal, mientras que la unién de ADP a

que contrarrestan las corrientes de despolarizaciéon y mantienen el potencial de
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membrana a valores mas negativos que el limite para abrir los canales de calcio
dependientes de voltaje. Por lo tanto, el influjo de Ca* es minimo, la
concentracion intracelular de Ca* ([Ca“]i) es baja y la secrecion de insulina es
basal (Henquin JC y cols., 2003; Henquin JC, 2009; Hiriart M y Aguilar-Bryan L,
2008).

Al incrementarse la concentraciéon extracelular de glucosa, hay una
primera fase de acoplamiento en la que la glucosa es transportada al citoplasma
de la célula B y metabolizada (Hiriart M y Aguilar-Bryan L, 2008). El transporte
ocurre a través de transportadores de glucosa (transporte facilitado) de la
familia 2 de transportadores de soluto, miembro 1 (SLC2A1/GLUT1) en
humanos, o miembro 2 (Slc2a2/Glut2) en roedores. Una vez en el interior de la
célula, la glucosa es fosforilada por la glucocinasa a glucosa 6-fosfato, lo cual
incrementa el flujo glucolitico y la produccién de piruvato. El piruvato que se
genera es transportado a la mitocondria, en la cual =50% es descarboxilado a
acetil-CoA y el resto es carboxilado a oxalacetato. La acetil-CoA y el oxalacetato
son metabolizados en el ciclo de acidos tricarboxilicos/ciclo de Krebs, con lo
cual se produce NADH y FADH,. Ambos equivalentes reductores son oxidados
en la cadena respiratoria (fosforilacion oxidativa) para generar ATP. La
produccion de ATP incrementa el cociente ATP/ADP en el citoplasma, lo que

provoca el cierre de canales K__ y la subsecuente despolarizacién de la

ATP
membrana plasmatica (Jitrapakdee S y cols., 2010; MacDonald MJ y cols., 2005).
La despolarizacion del potencial de membrana a -40 mV promueve la apertura
de canales de sodio y calcio (tipo T) dependientes de voltaje. La entrada de Na*
y Ca?* a la célula causa una mayor despolarizacién de la membrana plasmatica.
Alrededor de -20 mV, los canales de Ca2* dependientes de alto voltaje (tipo Ly
probablemente otros tipos) se abren, permitiendo un mayor influjo de Ca?+*y, en
consecuencia, un aumento de [Ca?*]i. Este evento provoca la exocitosis de los

granulos de secrecién de insulina (Hiriart M y Aguilar-Bryan L, 2008).
La exocitosis de las vesiculas o granulos de secrecién de insulina implica

el reclutamiento y transporte de los granulos del citoplasma hacia la membrana

plasmatica, su acumulacién cerca de la membrana plasmatica (“docking”), la
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preparacion de los granulos para su liberacion mediante reacciones
dependientes de ATP, Ca*, tiempo y temperatura (“priming”) y, finalmente, la
fusion de las membranas plasmatica y de los granulos para liberar la insulina.
La fusion estd mediada por el complejo proteico central SNARE (receptor de
proteina soluble de unién al factor sensible a N-etilmaleimida). La formacién del
complejo SNARE requiere el apareamiento de las proteinas sintaxina y SNAP-25
(proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa) de la membrana plasmatica
(proteinas target-SNAREs o t-SNAREs) con la proteina VAMP-2 (proteina 2 de
membrana asociada a vesicula) o sinaptobrevina-2 de la membrana de los
granulos de secrecion (proteina vesicle-SNARE o v-SNARE) (Bratanova-Tochkova
TK y cols., 2002; Easom RA, 2000; Lang J, 1999; Rorsman P y Renstrom E,
2003).

B) Via de amplificacion

Ademas de la senal de activacion (aumento de [CaZ2+]j), la glucosa genera
sefiales que amplifican la accion del Ca** en el proceso de exocitosis de los
granulos de insulina (Henquin JC y cols., 2003). Esto se observd en
experimentos en islotes de roedores en los que, dada una concentracion
elevada de [Ca?*];, la glucosa aumenta la secrecion de insulina sin que los
canales K,, se cierren (Gembal M y cols., 1992; Sato Y y cols., 1992), o bien,
cuando ya estan completamente cerrados (Panten U y cols., 1988; Sato Y y cols.,
1999). Esta via también es funcional en lineas de células B (Hohmeier HE y cols.,
2000) e islotes humanos (Henquin JC y cols., 2006; Straub SG y cols., 1998).
Bajo estas condiciones, i.e. en las que no hay un efecto sobre los canales Ky
el potencial de membrana de la célula B, la glucosa promueve la secrecion de
insulina sin que exista un mayor incremento de [Ca?*].. La via de amplificacion
requiere el metabolismo de la glucosa y también es activada por otros
nutrientes metabolizados. Esta via confiere una mayor eficiencia a la exocitosis
inducida por la senal de activacion y contribuye en un 50% a la secreciéon de
insulina estimulada por glucosa, aunque aun se desconocen los mecanismos
involucrados (Henquin JC, 2000; Henquin JC y cols., 2003; Henquin JC, 2009).
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En roedores y humanos, la secrecion de insulina estimulada por glucosa
presenta un patréon bifasico. La primera fase consiste en un aumento rapido y
transitorio de la liberacion de insulina en respuesta al incremento en la
concentracion extracelular de glucosa durante los primeros minutos de
estimulacion. La segunda fase inicia unos minutos después de la primera; la
secrecion se estabiliza o se incrementa gradualmente (aunque con menor
intensidad que en la primera fase) y se sostiene hasta que la euglicemia se
restablece (Henquin JC y cols., 2002; Hiriart M y Aguilar-Bryan L, 2008). Ambas
vias de sefnalizacién, i.e. de activacién y amplificacion, estan implicadas en la
primera y segunda fase de la secreciéon de insulina estimulada por glucosa
(Henquin JC, 2009).

En humanos, la secrecion de la insulina por las células B de todos los
islotes es pulsatil y se refleja en las oscilaciones de la concentracidon de insulina
en sangre. Ademas del patron rapido de secrecion pulsatil de insulina, el cual
tiene una periodicidad de 5-15 min (Pgrksen N, 2002), se han descrito
oscilaciones ultradianas que ocurren en periodos de 120 min y pueden deberse
a un mecanismo de retroalimentacion entre la producciéon de glucosa y la

secrecion de insulina (Sturis J y cols., 1991).

Secrecion de insulina: aminodcidos, dcidos grasos, hormonas y

neurotransmisores

Ademas de la glucosa, varios sustratos, como aminoacidos, acidos grasos,
hormonas y neurotransmisores, pueden estimular o incrementar la secrecién de

insulina.
Aminodcidos

La ingestion de proteinas induce la secrecion de insulina mediante la
accion de aminoacidos provenientes de su degradacion. El efecto de las

proteinas de la dieta sobre la secrecién de insulina depende de su tipo y

cantidad. El consumo de proteinas vegetales, como la soya, estimula en menor
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medida la secrecién de insulina en comparacién con las proteinas animales
como la caseina. La ingesta de dietas con un contenido bajo de proteinas esta
relacionada con una secrecion reducida de insulina, mientras que las dietas con
alto contenido de proteinas provocan un aumento en la secrecion de esta
hormona. Algunos de los aminoacidos derivados de las proteinas de la dieta y
de los que se liberan de las células epiteliales del intestino potencian la
secrecion de insulina a través de varios mecanismos (Newsholme P y cols.,
2007; Torres N y cols., 2009).

La arginina despolariza la membrana plasmatica al ser transportada al
interior de la célula B, permitiendo el influjo de Ca* debido a la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje, lo cual incrementa la sefal de
activacion ([Ca“]i) de la secreciéon de insulina estimulada por glucosa (Henquin
JC vy cols., 2003; Newsholme Py cols., 2007; Smith PA y cols., 1997).

La leucina induce la secrecion de insulina y la glutamina lo hace en
conjunto con la leucina. En un estado de energia disminuido (concentracién baja
de glucosa), las células B se sensibilizan a la estimulacion de la secrecién de
insulina por leucina. Esto puede contribuir a la secrecion basal de insulina, la
cual representa =50% de la insulina liberada cada dia. La leucina incrementa el
catabolismo de la glutamina a través de la activacion de las enzimas
glutaminasa (oxidacién de glutamina a glutamato) y glutamato deshidrogenasa
(GDH), la cual convierte el glutamato a a-cetoglutarato. El «-cetoglutarato es
metabolizado en el ciclo de Krebs, con lo cual se forma ATP y, en consecuencia,
se promueve el aumento de ([Ca-"“]i y la exocitosis de insulina. En contraste, la
concentracion elevada de glucosa inhibe la secrecion de insulina inducida por
leucina mediante la supresion de la actividad de ambas enzimas (Li C y cols.,
2003; Gao Z y cols., 1999).

La alanina potencia la secrecidon de insulina en presencia de glucosa. El
co-transporte de la alanina con Na* al interior de la célula despolariza la
membrana plasmatica, lo cual provoca el incremento de [Caz*]i y la exocitosis de
insulina. El glutamato y aspartato provenientes del metabolismo de la alanina
pueden incrementar la concentracién de sustratos de la lanzadera aspartato-
malato, potenciando la transferencia de NADH derivado de la glucélisis a la

mitocondria y la subsecuente formacién de ATP vy liberacion de insulina.
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Ademas, la alanina induce un incremento en el catabolismo de la glucosa,
posiblemente, a través del aumento de [Ca*] provocado por su co-transporte
con Na‘. La enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) es activada por Ca*, por lo
que la oxidacion del piruvato proveniente de la glucosa se potencia. Esto
aumenta el cociente ATP/ADP, lo cual induce la exocitosis de insulina (Bender K

y cols., 2009; Brennan L y cols., 2002; Newsholme Py cols., 2006).

Acidos grasos

Los acidos grasos libres (FFA) potencian la secreciéon de insulina
estimulada por glucosa (GSIS). El aporte de FFA a la célula B puede provenir de
fuentes exdgenas (FFA 'y lipoproteinas plasmaticos) o enddgenas
(triacilgliceroles [TG] y fosfolipidos intracelulares). Los FFA pueden activar vias
de senalizacion que inducen la exocitosis de la insulina en las células B a través
de su metabolismo intracelular o la unién de los FFA con el receptor 1 de acidos
grasos libres o receptor acoplado a proteina G (FFAR1/GPR40) en la membrana

plasmatica (Nolan CJ y cols., 2006).

Activacion del receptor FFAR1/GPR40. La activacién de este receptor en
las células B por FFA exdgenos promueve una mayor [Ca*] y, en consecuencia,
aumenta la GSIS. Esto puede ocurrir como consecuencia de la activacién de la
via Goagqg-fosfolipasa C, la cual promueve la liberacion de Ca®* del reticulo
endoplasmico (Nolan CJ y cols., 2006; Shapiro H y cols., 2005).

Via de senalizacion malonil-CoA/LCFA-CoA. El malonil-CoA derivado del
metabolismo de la glucosa inhibe la oxidacion de acidos grasos mediante la
inactivacién de la carnitina acil transferasa 1, lo cual permite la acumulacién de
ésteres de acil graso-CoA de cadena larga (LCFA-CoA) en el citoplasma (Nolan CJ
y cols., 2006; Roduit R y cols., 2004).

Ciclo TG/FFA. La glucosa promueve la esterificacion de los LCFA-CoA con
glicerol 3-fosfato para formar lipidos complejos (TG, diacilglicerol (DAG) y
fosfolipidos) y estimula la lipolisis de TG intracelulares, la cual renueva los FFA

intracelulares para su reactivacién a LCFA-CoA en las células B. A estos procesos
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se les denomina ciclo TG/FFA. Su inhibicion (supresiéon de la sintesis de LCFA-

CoA o de la lipolisis), disminuye el incremento de la GSIS inducido por los FFA.

Se ha propuesto que los LCFA-CoA e intermediarios del ciclo TG/FFA (TG,
DAG y fosfolipidos) contribuyen a la potenciacién de los FFA sobre la GSIS. Los
LCFA-CoA puede unirse a proteinas “target-SNARE” de la membrana plasmatica,
como SNAP-25, potenciando su fusién con la membrana vesicular. El DAG activa
isoformas de proteina cinasa C (PKC) que forman asociaciones reversibles con
los granulos de insulina y el citoesqueleto, lo cual puede incrementar la
secrecion de insulina. Los TG y FFA pueden influenciar el metabolismo de
glicerofosfolipidos de membrana, afectando la secrecién de insulina a través de
alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de la membrana (Jones PM y
Persaud SJ, 1998; Nolan CJ y cols., 2006).

Hormonas y neurotransmisores

Varias hormonas y neurotransmisores influyen sobre la secreciéon de
insulina estimulada por glucosa y potenciada por otros nutrientes a través de la
union a sus receptores en la membrana plasmatica y la subsecuente activacion

de vias de sefalizaciéon en las células B.

Las hormonas incretinas GIP y GLP-1 potencian la GSIS, promueven la
proliferacion e inhiben la apoptosis de las células B, lo cual provoca un aumento
en la masa de células B. GLP-1 y GIP incrementan la GSIS a través de la unién con
sus receptores acoplados via proteina G a la adenilato ciclasa (AC) en la
membrana plasmatica de las células B. Esto activa a la AC, la cual cataliza la
formacion de AMPc a partir de ATP. El AMPc activa a la enzima proteina cinasa A
(PKA), cuya accion de fosforilacién de proteinas potencia la secrecion de insulina
a través del incremento de Ca** intracelular (Drucker DJ, 2006; Jones PM y
Persaud SJ, 1998). GLP-1 y GIP también activan vias de sefalizacion
independientes de PKA acopladas a factores de intercambio de nucleétidos de

guanina regulados por AMPc, particularmente AMPc-GEFII (Epac2), cuya
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reduccion de expresidon génica atenua el efecto de las incretinas sobre la
secrecion de insulina (Kashima Y y cols., 2001). Ademas, GLP-1 induce la
expresion génica de la insulina a través de mecanismos dependientes de AMPc
que incrementan la expresion del factor de transcripcion Pdx1 (gen homedtico
pancreatico y duodénico 1) y estimulan la union de Pdx1 al promotor del gen de
la insulina. Las acciones proliferativas y antiapoptéticas que ejerce GLP-1 sobre
las células B dependen de la expresion de Pdx1 (Drucker DJ, 2006; Miki T y
cols., 2005).

La acetilcolina potencia la GSIS a través de su accion sobre la exocitosis
de insulina. Su unién al receptor muscarinico m3 acoplado, via proteina G,a la
enzima fosfolipasa C (PLC) activa a esta enzima. La PLC hidroliza al fosfolipido
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP)), con lo cual se forma DAG e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP)). EI DAG activa a la enzima PCK, lo cual incrementa la eficiencia del
Ca* sobre la exocitosis de los granulos de insulina. El IP, se une a su receptor
en el reticulo endoplasmico, provocando la apertura de canales de Ca** y la
subsecuente liberacién e incremento de la concentracion intracelular de Ca*
(Ahrén B, 2000; Guilon Py Henquin JC, 2001; Henquin JC y cols., 2003).

Los receptores B2-adrenérgicos son receptores acoplados a proteina G
cuya activacion por agonistas potencia la GSIS a través de la formacion de AMPc
y la induccion de la expresion de Pdx1, Glut2 y del receptor gama activado por

proliferadores de peroxisomas (PPARY) (Santulli G y cols., 2012).

En cambio, la liberacion de noradrenalina inhibe la GSIS. Esto ocurre a
través de su unidn a los receptores a2-adrenérgicos, lo cual hiperpolariza a las
células B a través de la apertura de los canales K,_ y, en consecuencia, inhibe la
captacion de Ca* y el incremento en su concentracion necesario para inducir la
exocitosis de la insulina. También se ha mostrado que la activacion del receptor
«2-adrenérgico inhibe la secrecion de insulina a través de la disminucion de la
formacion de AMPc (Ahrén B, 2000).
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Figura 4. Mecanismos de secrecién de la insulina (modificado de Kahn SE y cols., 2006).
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Las células B son dindmicas: aumentan y disminuyen en funcion y masa
para regular la secrecion de insulina y, en consecuencia, mantener la

homeostasis de la glucosa (Bonner-Weir S y cols., 2010).

1.2.1.3 Masa de células B pancredticas

La masa de células p de un organismo esta determinada por el nimero y
tamano de estas células y regulada por varios mecanismos. La neogénesis (i.e.
diferenciacion de células precursoras), proliferacién o replicacion (i.e. divisién
mitogénica de células B existentes) e hipertrofia (incremento del tamafio celular)
aumentan la masa de células B. En cambio, esta puede reducirse por muerte
celular (principalmente a través de apoptosis) y atrofia (reduccién de tamafo
celular). La contribucién de estos mecanismos al mantenimiento de la masa de
células B es variable y cambia en diferentes etapas de la vida (desarrollo
intrauterino, etapa postnatal temprana y adulta) y en relacion con la adaptacién
a cambios metabdlicos fisiol6gicos o patolégicos.

La masa de células B aumenta en respuesta a cambios metabélicos como
los que ocurren en el embarazo y la obesidad. Durante el embarazo, los
roedores tienen un incremento aproximado del 50% en su masa de células B
causado por una mayor proliferacién de estas células, con lo cual se compensa
el aumento en la demanda metabdlica del feto. Los principales estimulos de la
proliferacion de las células B son los lactégenos placentarios, la prolactina y la
hormona del crecimiento. En los primeros 10 dias después del nacimiento, la
masa de células B disminuye a niveles normales a través de un incremento en su
apoptosis, una disminucion en la proliferacion y atrofia celular. En contraste, la
adaptacién del incremento en la masa de células B durante el embarazo en
humanos es menor (1.4 veces), no hay cambios en la replicacion o apoptosis de
las células B y el tamano de los islotes estd disminuido. El aumento de la masa
de células B se debe probablemente a la formacion de nuevos islotes pequenos.
En humanos y roedores, la obesidad también provoca un aumento en la masa
de células B. En humanos, es posible que esto se deba a hipertrofia y una mayor

proliferacion y neogénesis de las células B. Sin embargo, los roedores
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desarrollan diabetes y tienen una disminucién en su masa de células B debido a
un incremento en la apoptosis y reduccion de la proliferacion. La compensacion
inadecuada de la expansion de células B predispone a las personas a la falla de
las células B y el subsecuente desarrollo de diabetes gestacional o de tipo 2 en
caso de obesidad (Ackermann AM y Gannon M, 2007; Butler AE y cols., 2010;
Rhodes CJ, 2005).

1.2.1.4 Accion de la insulina

La insulina tiene un papel central en la regulacion de la homeostasis de la
glucosa debido a que estimula su captacion, almacenamiento y utilizacion en
los tejidos en respuesta a la elevaciéon de glucosa en sangre, con lo cual

disminuye su concentracion plasmatica.

Esta hormona induce la captacion de glucosa en el higado, musculo
esquelético y tejido adiposo, inhibe la glucogendlisis hepatica (disminucion de
la actividad de la glucogeno fosforilasa) y favorece la sintesis de glucégeno
(activacion de la glucdégeno sintasa) en el musculo y el higado. Ademas,
estimula la glucdlisis y suprime la gluconeogénesis hepatica a través de la
inhibicion de la actividad de la piruvato carboxilasa y el aumento de fructosa-
2,6-bifosfato y de la actividad de la PDH y la fosfofructocinasa.

La insulina limita la disponibilidad de sustratos y activadores
gluconeogénicos en el higado y el rindn (e.g. supresion de acidos grasos libres y
glucégeno) y suprime la secrecion de glucagon, lo cual contribuye a la
inhibicion de la produccion de glucosa hepatica via glucogendlisis vy
gluconeogénesis (Aronoff SL y cols., 2004; Bollen M y cols., 1998; Gerich JE,
2000; Hajlund K y Beck-Nielsen H, 2006; Thorens B, 2008).

Ademas de estas acciones, la insulina tiene otros efectos metabodlicos. En
el tejido adiposo, estimula la sintesis y almacenamiento de triacilgliceroles e
inhibe la lipolisis durante el periodo postprandial, con lo cual disminuye la

concentracion de acidos grasos en la circulacién. Esto reduce la disponibilidad
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de acidos grasos como competidores de la glucosa en la produccion de energia.
La insulina también promueve la sintesis de proteinas en el higado y musculo y
la proliferacion, crecimiento y supervivencia celular (Aronoff SL y cols., 2004;
Gerich JE 2000; Rhodes CJ y White MF, 2002).

En el estado postabsortivo, la concentracién plasmatica de insulina
disminuye. En este estado, la insulina previene la lipdlisis y protedlisis acelerada
y permite una captacion limitada de glucosa en los tejidos sensibles a insulina
(Gerich JE, 1993).

La insulina ejerce sus acciones a través de la unidén a su receptor y la
subsecuente activacion de varias vias de senalizacion (Figura 5). El receptor de
la insulina esta constituido por dos subunidades o extracelulares que contienen
los sitios de uniéon a la insulina y dos subunidades B transmembranales que
tienen actividad de proteina tirosina cinasa. La unién de la insulina a su receptor
activa a la tirosina cinasa, lo cual provoca la autofosforilacién de los residuos de
tirosina de las subunidades B. Este evento induce la fosforilacion de las
proteinas IRS-1 e IRS-2 (sustratos 1 y 2 del receptor de insulina). Los sitios de
fosforilacion de tirosina de las proteinas IRS se unen a los dominios SH2 (Src-
homology-2) de varias moléculas de sefalizacion, incluyendo el fosfatidilinositol
3-cinasa (PI3K), la proteina 2 de union al receptor de factor de crecimiento (Grb-
2) y la proteina tirosina fosfasa 2 que contiene SH2 (SHP-2).

El efecto de la accion de la insulina en las células depende de las
moléculas que son expresadas, reclutadas y activadas en las vias de
sefnalizacion. En el musculo esquelético y el tejido adiposo, la estimulaciéon de la
via PI3K/proteina cinasa B (PKB o Akt) potencia la utilizacién de la glucosa a
través de la regulacion de la expresion o localizacion subcelular (translocacion
de vesiculas intracelulares hacia la membrana plasmatica) de los
transportadores GLUT4 y GLUTI1 y estimula el almacenamiento de glucosa en
forma de glucogeno o lipidos (Clarke JF y cols., 1994; Dugani CB y Klip A, 2005;
Rhodes CJ y White MF, 2002). La via PI3K/PKB activa la sintesis de proteinas en
la mayoria de los tipos celulares que son regulados por la enzima mTOR

(proteina blanco de rapamicina en mamiferos). La activacién de la via Grb-
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2/Sos-Ras estimula la transcripcion génica a través de la activacion de la via

MAPK (proteina cinasa activada por mitégenos) (Rhodes CJ y White MF, 2002).

Ademas, la insulina e IGF-1 (factor 1 de crecimiento semejante a insulina)
inducen la secrecién de insulina a través de la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2 y la
subsecuente activacion de las vias PI3K/PKB y Grb2/Sos-Ras (Figura 4). La
ausencia de alguno de los receptores de estas hormonas (insulina o IGF-1) en
las células B o de IRS-2 provoca una secrecién deficiente de insulina. Los
sustratos IRS-1 e IRS-2 estan implicados en el incremento de Ca** intracelular,
mientras que IRS-2 también promueve la proliferacién, neogénesis y
supervivencia de las células B (Borge PD Jr y Wolf BA, 2003; Hennige AM y cols.,
2003; Rhodes CJ, 2005).

Figura 5. Vias de sefalizacién de la insulina (modificado de Rhodes CJ y White MF, 2002).
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1.2.2 Contrarregulacion de la homeostasis de la glucosa

La disminucion de la concentracion plasmatica de glucosa a = 4 mM
induce la contrarregulacion de la homeostasis de la glucosa, i.e. la activacion de
procesos mediante los cuales el organismo reestablece la euglicemia (Gerich JE,
1993).

La hipoglucemia puede ser detectada por neuronas aferentes de la vena
porta hepatica y en el sistema nervioso central (hipotalamo y tronco encefalico),
el cual induce la respuesta contrarregulatoria a través de la activacion de

nervios aferentes autbnomos que estimulan la secreciéon de glucagon.

La disminuciéon de la concentracion de glucosa en sangre también
provoca un incremento en la secrecion de adrenalina, hormona del crecimiento
y cortisol (Gerich JE, 1993; Marty N y cols., 2007; Thorens B., 2008).

El glucagon promueve la glucogendlisis e inhibe la sintesis de glucégeno
en el higado mediante la activacion de la glucdégeno fosforilasa e inactivacion de
la glucdgeno sintasa. Ademas, estimula la gluconeogénesis e inhibe la glucélisis
hepatica a través de la disminucion de la actividad de la PDH, piruvato cinasa y
fosfofructocinasa, la activacion de la piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato
carboxicinasa y la inhibicion de la formacién de fructosa-2,6-bifosfato, aunque

no afecta la produccion renal de glucosa.

La accion del glucagon esta potenciada por la epinefrina, mientras que el
cortisol y la hormona del crecimiento promueven la gluconeogénesis a través de
la induccion de la sintesis de enzimas y la disponiblidad de precursores de la
gluconeogénesis en circulacion (Aronoff SL y cols., 2004; Bollen M y cols., 1998;
Gerich JE, 1993; Stumvoll M y cols., 1998).
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1.3 Diabetes mellitus

La alteracion mas comun de la homeostasis de la glucosa es la diabetes
mellitus. Esta se define como un conjunto de enfermedades metabdlicas
caracterizado por hiperglucemia crénica en el cual se presentan alteraciones en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas como consecuencia de una
secreciéon y/o accion deficiente de la insulina. A largo plazo, los individuos con
diabetes presentan disfuncion de varios 6rganos (e.g. ojos, rifiones, nervios,
corazén y vasos sanguineos) y mueren, principalmente, por enfermedades
cardiovasculares (American Diabetes Association, 2007; Morrish NJ y cols.,
2001).

La diabetes tiene una alta prevalencia mundial (>346 millones de
personas). Se estima que >80% de las muertes por complicaciones asociadas a
la diabetes ocurren en paises con ingresos bajos y medios (=3.4 millones en
2004) y que éstas se duplicaran en 2030 (Danaei G y cols., 2011; Organizacion
Mundial de la Salud, 2011a). En México, la diabetes estd considerada como una
de las principales causas de muerte (>77,000 muertes en 2009)
(SINAVE/DGE/SALUD, 2009).

El diagndstico de diabetes puede establecerse a partir de uno de los

siguientes criterios (American Diabetes Association, 2007):

1. Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia y pérdida de peso
inexplicable) y una concentracién plasmatica casual de glucosa > 200 mg/dL
(11.1 mM). El término casual se refiere a cualquier hora del dia sin considerar el
tiempo transcurrido desde la ultima comida;

2. Concentracion de glucosa plasmatica 2126 mg/dL (7.0 mM) en ayuno
(ausencia de ingesta calérica en un periodo minimo de 8 h);

3. Concentracion de glucosa plasmatica > 200 mg/dL (11.1 mM) 2 h
después de la ingesta de una carga oral de glucosa (75 g de glucosa anhidra

disuelta en agua) durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT).
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Existen individuos que tienen una concentracion plasmatica alta de
glucosa, aunque menor a la establecida en los criterios de diagndéstico de
diabetes. Estas personas tienen una concentracion plasmatica de glucosa en
ayuno (FPG) 2100 mg/dL (5.6 mM) y < 126 mg/dL (7.0 mM), o bien, presentan
valores 2140 mg/dL (7.8 mM) y < 200 mg/dL (11.1 mM).

De acuerdo a esto, los individuos con una FPG <100 mg/dL (5.6 mM)
tienen una concentracion plasmatica normal de glucosa en ayuno; si los valores
de FPG estan entre 100 y 125 mg/dL (5.6-6.9 mM), las personas presentan una
concentracion alterada de glucosa en ayuno (IFG) y si la FPG es 2126 mg/dL (7.0
mM), se realiza un diagnéstico provisional de diabetes, el cual debe ser

confirmado de acuerdo a los criterios descritos anteriormente.

Las categorias en el uso de la OGTT son las siguientes: se considera una
tolerancia normal a la glucosa si la concentracién plasmatica de glucosa 2 h
después de la carga oral de glucosa es <140 mg/dL (7.8 mM); si ésta es de 140-
199 mg/dL (7.8-11.1 mM), la tolerancia a la glucosa es deficiente (intolerancia a
la glucosa o IGT) y si es 2200 mg/dL (11.1 mM), se diagnostica diabetes

provisionalmente y se confirma con los criterios previamente indicados.

La IFG y/o IGT incrementa el riesgo de desarrollar diabetes. Las personas
intolerantes a la glucosa mantienen la homeostasis de glucosa en sangre
habitualmente y manifiestan hiperglucemia solo cuando son retados con una
carga oral de glucosa, como la utilizada en la OGTT (American Diabetes
Association, 2007).

La gran mayoria de los casos de diabetes se clasifican en dos categorias
etiopatogénicas: diabetes tipo 1 (DT1) y tipo 2 (DT2). La DT1 esta caracterizada
por una deficiencia absoluta de secrecién de insulina, la cual se debe a la
destruccion autoinmune de las células B pancreaticas. En cambio, los individuos
con DT2 tienen resistencia a la insulina y una secrecion deficiente de esta
hormona (American Diabetes Association, 2007). La resistencia a la insulina se

define como la incapacidad de una cantidad conocida de insulina ex6gena o
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endogena de insulina para incrementar la captacién de glucosa y su utilizacion
en un individo en comparacién con una poblacion normal (Lebovitz HE, 2001).
La actividad secretora individual de las células B y su masa se
incrementan inicialmente en respuesta a la resistencia a la insulina para
mantener la homeostasis de la glucosa. Sin embargo, la funcion y masa de las
células B disminuyen progresivamente, lo cual provoca una secreciéon deficiente
de insulina que contribuye al desarrollo de DT2. La reduccién de la masa de
células B esta causada por un incremento en su apoptosis, la cual es mayor que
la replicacion y neogénesis de estas células. Eventualmente, en los casos mas
severos de DT2, la reduccién de la masa de células B puede ser permanente y
los individuos deben ser tratados con una terapia de reemplazo de insulina
(Kargar C y Ktorza A, 2008; Matveyenko AV y Butler PC, 2008; Rhodes CJ, 2005).

En las personas con diabetes, la hiperglucemia en ayuno se debe
principalmente a la liberacion elevada de glucosa hepatica formada por
gluconeogénesis. La hiperglucemia postprandial excesiva ocurre debido a que la
tasa de aparicion de glucosa en la circulacién sistémica excede la tasa de
remocion. Por lo tanto, la aparicion excesiva de glucosa en sangre es resultado
de la inhibicion deficiente de la liberacion hepdtica de glucosa. Esto puede
deberse a un incremento en la gluconeogénesis como consecuencia de un
retraso en la secrecidon y disminucion de la cantidad de insulina liberada y la
deficiencia en la supresion de la secrecion de glucagon, aunque la resistencia
hepatica a la insulina también podria estar involucrada (Bruce D y cols., 1988;
Dinneen S y cols., 1992; Gerich JE, 1993; Mitrakou A y cols., 1992; Mitrakou Ay
cols., 1990). Se ha mostrado que la primera fase de secrecion de la insulina es
deficiente en las personas con DT2, lo cual indica disfuncion de las células B
(Henquin JC y cols., 2002). Ademas, la remocion postprandial de la glucosa de la
circulacién es inadecuada y, aun cuando hay hiperglucemia, la captaciéon y
oxidaciéon de la glucosa en los tejidos es deficiente, la cantidad de glucosa
almacenada como glucégeno esta reducida y la cantidad de glucosa liberada
como lactato y alanina aumenta (Boden G y cols., 1983; Firth RG y cols., 1986;
Mitrakou A y cols., 1992; Mitrakou A y cols., 1990). La reducciéon de la remocion

de glucosa de la circulacién debido a la resistencia a la insulina y la deficiencia
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en la liberacién de insulina en respuesta al incremento en la concentracién
plasmatica de glucosa contribuye en la determinacién de la magnitud de la
hiperglucemia. La remocion de la glucosa de la circulaciéon en una persona con
diabetes incluye glucosuria y una captacion mayor de glucosa que no es
mediada por la insulina en los tejidos debido al exceso en la cantidad de
glucosa (Dinneen S y cols., 1992; Gerich JE, 1993).

Las personas con diabetes tienen una mayor oxidacion de acidos grasos.
Esto incrementa el contenido de acetil-CoA en la mitocondria y de citrato en el
citoplasma. El aumento de acetil-CoA inhibe a la PDH, con lo cual se reduce la
oxidacion de piruvato y, en consecuencia, su oxidaciéon. La elevaciéon de citrato
inhibe a la fosfofructocinasa, lo cual provoca un aumento de glucosa 6-fosfato
en el citoplasma. La glucosa 6-fosfato inhibe a la hexocinasa. Esto provoca un
aumento de glucosa intracelular y la subsecuente inhibiciéon del transporte
(captacion) de glucosa. Por lo tanto, la disminucidn en la supresion de oxidacion
de lipidos puede alterar la formacién de glucégeno debido a la deficiencia en la
captacion de glucosa. Ademas, el incremento en la oxidacién de lipidos induce
la gluconeogénesis. En este sentido, las alteraciones en el metabolismo de
lipidos pueden afectar la produccion y utilizacion de la glucosa (Clore JN y cols.,
1991; Gerich JE, 1993).

La forma mas comun de diabetes entre las personas que la padecen es la
DT2 (90-95%), mientras que la DT1 tiene una prevalencia de 5-10% (American
Diabetes Association, 2007). En 2006, la prevalencia de DT2 en adultos
mexicanos mayores de 20 afos fue de 14.42% (7.3 millones de personas)
(Villalpando S y cols., 2010).

Existen factores genéticos (variaciones en la secuencia génica) y
ambientales que incrementan el riesgo de desarrollar DT2. Los factores
ambientales incluyen una dieta alta en carbohidratos y lipidos, la obesidad, la
falta de actividad fisica y el bajo peso al nacimiento (Huang TT y Goran MI,
2003; Lithell HO y cols., 1996; World Health Organization, 2011).
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1.4 Programacion del desarrollo y diabetes tipo 2

El bajo peso o insuficiencia ponderal al nacimiento (<2.5 Kg) e infantil
esta asociado con un mayor riesgo de desarrollar intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulinay DT2 en la vida adulta (Hales CN y cols., 1991; Phipps K
y cols., 1993; McCance DR y cols., 1994; Lithell HO y cols., 1996; Ravelli AC y
cols., 1998; McKeigue PM y cols.,1998).

Con base en los estudios epidemiologicos que asociaron el bajo peso al
nacimiento con la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades como la DT2,
hipertension, enfermedades cardiovasculares y obesidad en la vida adulta, se
propuso que estas enfermedades pueden programarse durante el desarrollo

intrauterino y postnatal temprano (Warner MJ y Ozanne SE, 2010).

La programacién del desarrollo se refiere al proceso mediante el cual un
estimulo o insulto ambiental, en un periodo critico del desarrollo, induce
cambios permanentes o a largo plazo en la estructura y funciéon de érganos vy

tejidos de un organismo (Lucas A, 1991).

La hipo6tesis de que el ambiente tiene un papel crucial en la asociacién
entre el bajo peso al nacimiento y la intolerancia a la glucosa, resistencia a la
insulina y DT2 es sustentada por estudios realizados en gemelos. En gemelos
monocigoticos en los que uno tuvo DT2 y el otro no, el gemelo con diabetes
tuvo el menor peso al nacimiento (Poulsen Py cols., 1997; Bo S y cols., 2000).
Ademas, la intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina se asocian con el
bajo peso al nacimiento en gemelos adultos, independientemente de que éstos

presenten alteraciones genéticas u obesidad (Grunnet L y cols., 2007).

Debido a la dificultad inherente para determinar los mecanismos a través
de los cuales se lleva a cabo la programaciéon del desarrollo de la DT2 en
humanos, se han generado modelos animales de experimentacién que causan
restriccion intrauterina y/o postnatal temprana del crecimiento. Algunos de
estos modelos incluyen los de desnutricibn materna (restriccion calérica o

proteica), insuficiencia uteroplacentaria o exposiciéon fetal a altas dosis de
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glucocorticoides, en los cuales la descendencia tiene insuficiencia ponderal al
nacimiento e intolerancia a la glucosa y/o diabetes en la vida adulta (Garofano A
y cols., 1999; Nyirenda MJ y Seckl JR, 1998; Petry CJ y cols, 2001; Simmons RA y
cols., 2001; Warner MJ y Ozanne SE, 2010). Se ha mostrado que la intolerancia a
la glucosa y diabetes que presentan las crias al ser adultas es consecuencia, en
parte, de una secrecion deficiente de insulina causada por un desarrollo
inadecuado del pancreas y la subsecuente programacion de las células B
pancreaticas (Blondeau B y cols., 2001; Garofano A y cols, 1998; Garofano Ay
cols, 1999; Heywood WE y cols., 2004; Petrik J y cols., 1999; Styrud J y cols.,
2005).

1.5 Desarvrollo del pancreas y programacion de las células B pancreadticas

La fecundacion es el inicio del desarrollo de un organismo multicelular.
Después de la fecundacion, se llevan a cabo los procesos de segmentacion y
gastrulacion. Durante la segmentacioén, divisones celulares rapidas hacen que el
citoplasma del gameto femenino fecundado (cigoto) forme varias células
denominadas blastdmeras. En la gastrulacion, estas células migran y se
reorganizan, generando tres capas germinales: ectodermo, mesodermo vy
endodermo. El endodermo se cierra para formar el intestino primitivo, el cual se
regionaliza en intestino anterior, medio y posterior y da origen a los tubos
respiratorio y digestivo (eséfago, estomago, intestino delgado y grueso). El
endodermo forma el revestimiento de ambos tubos y de tres 6rganos derivados
del tubo digestivo que se desarrollan inmediatamente caudales al estdmago:

higado, vesicula biliar y pancreas (Cano DA y cols., 2007; Gilbert SF, 2005).

El desarrollo del pancreas es un proceso complejo que comprende una
secuencia de eventos morfogenéticos, los cuales conducen a la formaciéon de un
o6rgano maduro y funcional (Spagnoli FM, 2007). El estudio de su desarrollo se
ha llevado a cabo principalmente en roedores debido a restricciones éticas y al

acceso limitado a tejido humano (Piper Ky cols., 2004).
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1.5.1 Desarrollo pancredtico intrauterino en roedores

El desarrollo in utero del pancreas en el ratén y la rata se divide en dos

etapas denominadas transicion primaria y secundaria (Figura 6).

Transicion primaria

La transicidon primaria inicia en el dia embrionario (E) 8-8.5 en el ratéon (E10-10.5
en la rata) con la especificacién o determinacién de las células endodérmicas del
intestino primitivo anterior que formaran el pancreas. En esta etapa se generan
2 primordios pancreaticos: uno dorsal y uno ventral. Estas estructuras forman
yemas epiteliales densas rodeadas por mesénquima, las cuales se desarrollan
en respuesta a senales de tejidos mesodérmicos adyacentes, como la

notocorda, la aorta y el mesodermo cardiogénico.

La yema dorsal se forma posterior al primordio del estbmago y cerca de
la notocorda. Las sefales de la notocorda (e.g. factor 2 de crecimiento de
fibroblastos [FGF-2] y ligandos de activina) inducen la especificacién de la yema
dorsal mediante la inhibicion de la expresion de la proteina Sonic Hedgehog
(Shh), la cual promueve la formacion de 6rganos adyacentes al pancreas, como
el estomago y el duodeno. La notocorda es desplazada por la fusion de los dos
primordios de la aorta, cuyas senales también promueven el desarrollo de la
yema dorsal. La yema ventral se desarrolla adyacente a los primordios hepatico
y del conducto biliar en la cara ventral del intestino anterior. La formacién de
esta yema esta inducida por sefales de la placa del mesodermo lateral (e.qg.
activina, proteinas morfogenéticas de hueso [BMP] y acido retinoico [RA]) y la
proteina Hhex (gen de caja homeotica expresado en la hematopoyesis), la cual
controla la proliferacién de las células endodérmicas ventrales, permitiendo su

localizacion lejos del mesodermo cardiogénico.
Después de la especificacion y la formacion y crecimiento inicial de las

yemas (E9-9.5 en el ratén; E10.5-11 en la rata), el epitelio pancreatico interactua

con senales del mesénquima (e.g. factor 10 de crecimiento de fibroblastos [FGF-
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10]) para la proliferacion, ramificacion y diferenciacién de las células de los
conductos, acinares y endocrinas. El epitelio de las dos yemas se ramifica
formando un arbol de conductos (E10.5-11.5 en el ratén; E12-13 en la rata).

Ambas estructuras son visibles en el dia E12 en el raton y E14 en la rata.

Durante los dias E9.5 a E13.5 en el ratén (E11-15 en la rata) se lleva a
cabo una primera ola de diferenciacién de células endocrinas; algunas de estas
células expresan glucagon o insulina, mientras que otras coexpresan ambas
hormonas. Se ha propuesto que esta poblacidon celular es transitoria y que las
células que constituyen los islotes maduros provienen de la segunda ola de
diferenciacion, la cual ocurre durante la transicion secundaria. El ARNm de la
somatostatina y polipéptido pancreatico también se detecta en las células
formadas durante la transiciébn primaria, aunque las proteinas respectivas se

detectan hasta los dias E15.5 y E16 en el raton (E17 y 17.5 en la rata).

Transicion secundavria

En la segunda etapa de transicion (E13.5-15.5 en el ratén; E15-17 en la rata), las
yemas ventral y dorsal giran debido a la rotacién del intestino y se fusionan,
formando un solo 6rgano. Las células epiteliales de los conductos (células
progenitoras) se diferencian a células acinares, las cuales se organizan en
acinos, células de los conductos y células endocrinas. Las células endocrinas se

encuentran en forma individual adyacentes a los conductos.

En el dia E16 en el raton (E17.5 en la rata), las células endocrinas migran
y comienzan a organizarse en agregados tipo islote. Los islotes se forman
completamente hacia el final de la gestacion (E18-E19 en el ratén y E19.5-20.5
en la rata; Figura 6). En esta etapa, las células exocrinas y endocrinas
diferenciadas tienen una alta actividad proliferativa, lo cual aumenta su masa
(Ackermann AM y Gannon M, 2007; Cano DA y cols., 2007; Habener JF y cols.,
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2005; Jensen J, 2004; Murtaugh LC, 2007; Piper K y cols., 2004; Slack JMW,
1995; Spagnoli FM, 2007).
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Figura 6. Desarrollo intrauterino del pancreas en roedores. El dia embrionario (E) esta indicado
para el desarrollo pancreatico del ratén. Primordio/yema ventral (pv); primordio/yema dorsal (pd);

mesénquima (mes); aorta (ao); notocorda (no).

1.5.2 Desarrollo pancreadtico intrauterino en humanos

El pancreas también se desarrolla a partir de dos primordios
pancreaticos, dorsal y ventral, que se originan del endodermo del intestino
anterior en los humanos. La diferenciacion del pancreas inicia en el dia 26
posterior a la concepcién (d.p.c.), con la formaciéon y crecimiento del primordio

dorsal. El primordio ventral se desarrolla adyacente al primordio del conducto

47



biliar entre los 30-35 d.p.c. Ambas yemas dorsales estan rodeadas por
mesénquima y crecen durante el periodo embrionario. En el dia 37 d.p.c. la
yema ventral rota a la derecha y luego hacia atras del primordio duodenal. Al
final de este periodo (56 d.p.c.), el estbmago y el duodeno rotan. En
consecuencia, la yema ventral y el orificio hepato-pancreatico giran hasta estar
en contacto y se fusionan con la yema dorsal. En la etapa embrionaria, las
células epiteliales del pancreas se organizan como estructuras tubulares dentro
del estroma mesenquimal, mientras que, en el periodo fetal temprano, estan

como agregados epiteliales ramificados.

Las yemas dorsal y ventral contribuyen a distintas partes del pancreas. La
yema ventral forma la parte posterior de la cabeza, o proceso uncinado,
mientras que la yema dorsal forma el cuerpo y la cola del pancreas. El conducto
ventral se fusiona con la parte distal del conducto dorsal para formar el
conducto pancreatico principal (conducto de Wirsung) y la parte proximal del
conducto dorsal forma un conducto accesorio pequeio denominado conducto

de Santorini, el cual se une al duodeno.

La formacion de los islotes inicia a las 12-13 semanas después de la
concepcion (s.p.c.). La insulina y el glucagon se detectan aproximadamente a las
8 s.p.c., aunque la expresion de la insulina inicia antes que la de glucagon. Poco
después, se detecta el polipéptido pancreatico. Sin embargo, las células
positivas a insulina son el tipo celular predominante en humanos durante el
desarrollo fetal temprano. A las 10 s.p.c. se detectan los cuatro tipos celulares
endocrinos, i.e. las células que expresan insulina, glucagon, somatostatina y
polipéptido pancreatico (Bocian-Sobkowska J y cols.,1999; Lerch MM vy cols.,
2006; Piper Ky cols., 2004; Slack JMW, 1995; Spagnoli FM, 2007).
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1.5.3 Desarrollo postnatal de las células B pancredticas en roedores y

humanos

Maduracion funcional de las células

En los roedores, las células B fetales tienen una actividad secretora
inmadura caracterizada por una sensibilidad disminuida a la glucosa y una
secrecion reducida de insulina. Ademas, en las ratas, la secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa no presenta el patron bifasico caracteristico de las
células B adultas. La maduracién de la funciéon de las células B (i.e. aumento en
la secrecién de insulina en respuesta al aumento en la concentracién de
glucosa) ocurre en los primeros dias de vida postnatal en el raton y al final del
primer mes en la rata. Las células B de las ratas secretan la misma cantidad de
insulina a los 6 y 20 dias postnatales en respuesta a una concentracion de
5.6mM (concentracion basal) o 15.6mM (concentracion estimuladora) de
glucosa. En cambio, a los 28 dias, las células B son sensibles a la glucosa, i.e.
secretan el doble de insulina en respuesta a una concentracién alta de glucosa
(15.6mM) en comparacién con la concentracion basal (Aguayo-Mazzucato C y
cols., 2006; Hughes SJ, 1994; Lernmark A y Wenngren BI, 1972).

En contraste, las células B fetales humanas responden a distintas
concentraciones de glucosa desde la primera mitad de la gestacion, aunque la
secrecion de insulina presenta un patréon bifasico hasta en la etapa neonatal
(Otonkoski T y cols., 1988).

Cambios estructurales de las células

La estructura de las células B (masa, tamafio y nimero de agregados)
cambia en el primer mes de vida postnatal. En las ratas, la masa de células B
aumenta entre 2 y 4 veces en los dias postnatales (P) 6-20 y continua
incrementandose en la vida adulta. La mayoria de los agregados de células B
son pequenos (<10,000 pm?) a cualquier edad; su frecuencia es mayor en el dia

P6 y similar en el dia P20 comparada con la etapa adulta. Ademas, 25-50% de

49



los agregados aislados de células B no forman islotes, mientras que el resto se
agrupan en estructuras tipo islote, conformadas por un 50-90% de células B
(Aguayo-Mazzucato Cy cols., 2006).

El incremento de la masa de células B en los roedores se debe a la
neogénesis y proliferacién de estas células (Nakamura K y cols., 2011). Un
estudio mostré que >90% de células B en ratas adultas se forman después del
nacimiento por neogénesis (30,000 agregados con un diametro <50um y células
individuales) y por crecimiento (proliferacion) de los agregados (5,500) a un
mayor tamano (Chintinne M y cols., 2010). Ademas, se mostrd recientemente
que las células B y otros tipos celulares endocrinos se originan a partir de
neogénesis de células progenitoras de conductos durante el crecimiento
intrauterino, pero no después del nacimiento debido a que estas células no se
localizan en los islotes (Kopine D y Murtaugh C, 2010). La proliferacion de las
células B disminuye progresivamente desde el dia P2 (=4.7%) hasta el dia P31
(=1.8%) y la etapa adulta (=0.38%; 5 semanas postnatales). Aproximadamente 1-
4% de las células B se replican por dia en ratas de 30 a 100 dias de edad,
mientras que el 1% se replican por dia en ratones de 1 afio. Esto puede deberse
a diferencias en el porcentaje de células que se reclutan para entrar en el ciclo
celular. La apoptosis tiene una tasa basal de =1.5% durante el primer mes
después del nacimiento, aunque esta tiene un aumento transitorio (=3.6%) a los
13 y 17 dias. Sin embargo, la tasa de apoptosis es baja, por lo que el efecto
total es un aumento marcado del crecimiento de las células B. El incremento en
la apoptosis puede estar relacionado con la remodelacion de los islotes
pancreaticos y/o con cambios en la maduracién de la actividad secretora de las
células B. En la vida adulta, la neogénesis de células B disminuye y el porcentaje
de apoptosis de las células B es bajo, mientras que el tamafio promedio de las
células B es estable durante el periodo postnatal y se incrementa en la etapa
adulta (Ackermann AM y Gannon M, 2007; Rhodes CJ, 2005; Scaglia L y cols.,
1997).

En humanos de 4 semanas a 21 anos de edad se ha mostrado que la

masa de células B se incrementa =30 veces desde el nacimiento y hasta la vida

adulta. Este aumento ocurre principalmente por proliferacién (88.3%), aunque la
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neogénesis contribuye en un 11.7%. La tasa de replicacion es mayor durante la
infancia (2.6%) y disminuye en la vida adulta (=0.1%), mientras que la tasa de
apoptosis es baja en cualquier etapa (=0.0025 células/mm? de area de células

B), a diferencia de lo observado en roedores (Meier JJ y cols., 2008).

1.5.4 Programacion del desarrollo de las células B pancreadticas

En modelos animales como los de restriccion caldrica y proteica materna,
insuficiencia uteroplacentaria y exposicion fetal a altas dosis de
glucocorticoides, se han observado alteraciones morfolégicas y funcionales de
las células B pancreaticas en la descendencia, i.e. reduccion de su masa y
deficiencia en la actividad secretora estimulada por glucosa. La programacion
del desarrollo de estas células resulta en una secrecion deficiente de insulina, lo
cual contribuye al desarrollo de DT2 en la vida adulta (Blondeau B y cols., 2001;
Garofano A y cols, 1998; Garofano A y cols, 1999; Heywood WE y cols., 2004;
Petrik J y cols., 1999; Styrud J y cols., 2005).

La programacion de las células B puede ser consecuencia del efecto del
insulto sobre la embriogénesis pancredtica y formacion de células precursoras
endocrinas en la gestacion temprana, la diferenciacion de células endocrinas en
la segunda transicion del desarrollo intrauterino y la expansion de la masa de
células B y su maduracion funcional al final de la gestacion y en la etapa
postnatal temprana (Chamson-Reig Ay cols., 2006).

La formacion de células B por neogénesis y proliferacion en la vida adulta
es baja en comparacion con la gran expansion que ocurre durante el desarrollo
intrauterino y postnatal temprano. Por lo tanto, un organismo que nace con una
masa reducida de células B es susceptible a desarrollar diabetes debido a que
tiene menos células B disponibles para entrar al ciclo celular (Ackermann AM y
Gannon M, 2007) y probablemente un menor nimero de células precursoras

que se diferencien a células B en la etapa postnatal temprana y adulta.
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1.5.4.1 Modelo de restriccion proteica materna

Los modelos animales de desnutricion materna simulan la situacion de
los paises en desarrollo (i.e. con ingresos economicos bajos y medios), los
cuales tienen una alta prevalencia de diabetes (=11%) y de insuficiencia ponderal
al nacimiento y durante la infancia (Danaei G y cols, 2011; Organizacién Mundial
de la Salud, 2011b). Esta se atribuye principalmente a la restriccion del
crecimiento causada por desnutricion intrauterina e infantil, la cual puede ser
consecuencia de una alimentacion materna insuficiente (restriccion caldrica) o
no balanceada, como una dieta baja en proteinas. En los paises en desarrollo, la
pobreza limita la cantidad de proteinas consumidas y se estima que, durante el
embarazo, su ingesta es menor con respecto a la de paises desarrollados
(Bléssner M y de Onis M, 2005; Symonds ME y cols., 2009).

En el modelo de restriccion proteica materna en ratas, los animales son
alimentados con dietas bajas en proteinas (dietas isocaléricas con un contenido
de 4-10% de proteina vs. 20% de proteina en una dieta control) durante la
gestacion y lactancia.

En la etapa fetal, las crias de estas ratas tienen bajo peso corporal, una
secrecion disminuida de insulina en respuesta a una concentracion basal de
glucosa (5.6 mM), una menor masa y proliferacion de células f y una reduccién
del tamano y vascularizacion de los islotes en comparacién con el grupo control
(Cherif Hy cols., 1998; Dumortier O y cols., 2007; Snoeck Ay cols., 1990).

Las crias lactantes con restriccion proteica materna prenatal y postnatal
temprana tienen insuficiencia ponderal al nacimiento y postnatal, reduccion del
peso del pancreas, de la masa y proliferacion de las células B, del tamafo y
vascularizacion de los islotes y del contenido pancreatico de insulina, un
aumento en la apoptosis de estas células y una secreciéon deficiente de insulina
estimulada por glucosa (Arantes VC y cols., 2002; Bennis-Taleb N y cols., 1999;
Heywood WE y cols., 2004; Petrik J y cols., 1999).

Las ratas jovenes adultas muestran una mayor tolerancia a la glucosa y
tienen una menor concentracion plasmatica de insulina con respecto al grupo

control (Shepherd PR y cols., 1997). A los 3-4 meses de edad, las crias con
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restriccion proteica prenatal y postnatal temprana no presentan alteraciones en
la GSIS o tolerancia a la glucosa, excepto cuando son alimentadas con dietas
hipercaléricas (Wilson MR y Hughes SJ, 1997). Sin embargo, la vascularizacion
de los islotes permanece reducida (Bennis-Taleb N y cols., 1999). El flujo
sanguineo de los islotes en estado basal es menor en el grupo con restriccion
proteica prenatal y postnatal en comparacion con el del grupo control. En
respuesta a una carga de glucosa, el flujo sanguineo y la concentracion
plasmatica de insulina aumentan y son semejantes en ambos grupos. Sin
embargo, el grupo con restriccién proteica tiene un mayor incremento de flujo
sanguineo, con lo cual alcanza el mismo nivel que el de las crias control. El
aumento de flujo sanguineo de los islotes en respuesta a la glucosa esta
influenciado por mecanismos colinérgicos. En las crias con restriccion proteica,
es posible que estos mecanismos promuevan el incremento elevado de flujo
sanguineo, favoreciendo una liberacién adecuada de insulina (Iglésias-Barreira V
y cols., 1996; Jansson L y Hellerstrom C, 1986).

A los 8 meses de edad, la descendencia aun presenta una tolerancia
normal a la glucosa y una concentracion plasmatica de insulina semejante a la
del grupo control, aunque tienen una secrecién deficiente de insulina en
respuesta a una carga oral de glucosa (Bieswal F y cols., 2006). Sin embargo,
estas crias desarrollan intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina a los
15 meses de edad y diabetes a los 17 meses (Hales CN y cols., 1996; Ozanne SE
y cols., 2003; Petry CJ y cols., 2001).

La restriccion proteica materna limitada a la gestacion o lactancia
también afecta el crecimiento corporal, la funcion de las células B y la

homeostasis de la glucosa.

Las crias con restriccion proteica materna prenatal y normalizacién
postnatal de la nutricién (dieta control) tienen una recuperacion del crecimiento
postnatal. Ademas, la GSIS y la vascularizaciéon y flujo sanguineo de los islotes
se restablecen (Arantes VC y cols., 2002; Bennis-Taleb N y cols., 1999; Heywood
WE vy cols., 2004; Iglésias-Barreira V y cols., 1996; Zambrano E y cols., 2006). A

las 6-9 semanas de edad, estas crias tienen una menor concentracion
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plasmatica de insulina y una mayor tolerancia a la glucosa en comparacién con
animales control (Langley SC y cols., 1994; Shepherd PR y cols., 1997). La
concentracion plasmatica de insulina se incrementa, aunque la concentracion de
glucosa es normal y la secrecion de insulina en respuesta a una carga oral de
glucosa no esta alterada a las 36 semanas de edad. Sin embargo, las crias
adultas que son alimentadas con una dieta hipercalérica presentan intolerancia

a la glucosa y resistencia a la insulina (Bieswal F y cols., 2006).

La exposicion a una dieta materna baja en proteinas durante la lactancia
provoca restriccion del crecimiento, una disminucién en la concentracion
plasmatica de insulina, deficiencia de la GSIS e intolerancia a la glucosa en la
vida adulta (Gravena C y cols., 2007; Moura AS y cols., 1997; Moura AS y cols.,
1996; Zambrano E y cols., 2006).

Los efectos de la restriccion proteica materna limitada a la gestacién o
lactancia sobre la estructura de las células B estdn escasamente definidos. Por lo
tanto, se evalu6 este parametro en el presente estudio, utilizando como dieta
baja en proteinas, una dieta comercial con un contenido de 6% de proteina. Se
eligié esta dieta con la finalidad de hacer referencia, principalmente, a las
caracteristicas funcionales de las células B reportadas por Moura AS y cols.
(1997) y Gravena C vy cols. (2007), los cuales utilizaron una dieta con 4% de
proteina, asi como a las evaluaciones realizadas por Heywood WE vy cols. (2004)

y Arantes VC y cols. (2002), en las que se emple6 una dieta con 6% de proteina.

La restriccién proteica materna prenatal y/o postnatal temprana también
afecta la estructura y funcién de otros érganos y tejidos implicados en la
homeostasis de la glucosa, como el higado, musculo, tejido adiposo y cerebro,
cuyas alteraciones pueden promover el desarrollo de diabetes en la vida adulta.

El higado tiene un peso reducido y la liberacién de glucosa estimulada
por glucagon es deficiente en este 6rgano. Ademas, la actividad de la enzima
gluconeogénica fosfoenolpiruvato carboxicinasa esta incrementada y la de la

enzima glucolitica glucocinasa esta reducida. La supresién de la liberacion
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hepatica de glucosa por la insulina es baja, aun cuando hay un aumento en la
expresion de su receptor.

El musculo esquelético tiene una masa reducida, aunque la sensibilidad a
la insulina aumenta en términos de su capacidad para estimular la captacién de
glucosa en las crias jovenes adultas (3 meses de edad) debido a un aumento en
la cantidad de receptores de insulina. Sin embargo, a los 15 meses de edad, la
captacion de glucosa estimulada por insulina se reduce, probablemente, como
resultado de alteraciones en las vias sefalizacién activadas por la uniéon de la
insulina a su receptor (reduccion de expresion de la enzima PKC).

Los adipocitos tienen un tamano reducido. La captacién de glucosa
estimulada por insulina esta disminuida en estas células, las cuales también
presentan resistencia al efecto de la insulina sobre la supresion de la lipdlisis.
La resistencia a la insulina esta asociada con la reduccion de la expresion de
PI3K y la disminucion de la actividad de PKB (Martin-Gronert MS y Ozanne SE,
2007).

El cerebro de ratas con restriccibn proteica materna también presenta
alteraciones anatémicas y fisiolégicas. El nimero de dendritas y los potenciales
sensoriales cortico-cortical y talamo-cortical estan reducidos. Ademas, el tejido
cerebral tiene un aumento de aminas biogénicas con modificaciones en el
metabolismo del triptofano. La corteza cerebral tiene una densidad vascular
disminuida, la cual permanece reducida en la etapa adulta, independientemente
de la dieta impuesta en la lactancia (control o baja en proteinas). Los
mecanismos involucrados en las alteraciones vasculares del cerebro y su
relacion con el aumento en la susceptibilidad a hipoxia, hiperglucemia o

hipoglucemia en la etapa adulta se desconocen (Bennis-Taleb N y cols., 1999).

1.5.5 Mecanismos de programacion: expresion génica

Los mecanismos que causan la programacion de las células B en la

gestacion y/o lactancia aun no estan totalmente establecidos.
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Un ambiente intrauterino y postnatal temprano adverso puede afectar el
desarrollo de las células B del feto y neonato a través de modificaciones en la
expresion de genes de células pluripotenciales y diferenciadas (Simmons RA,
2007). Por lo tanto, es posible que la programacién del desarrollo de las células
B se deba, en parte, a alteraciones en la expresién de genes que regulan el

desarrollo pancreatico y la funcién de las células B.

La especificacion pancreatica de las células endodérmicas del intestino
anterior, el crecimiento de las yemas pancreaticas, la diferenciacion vy
crecimiento de los distintos tipos celulares que constituyen el 6rgano estan
controlados por varios factores transcripcionales (Figura 7) (Habener JF y cols.,
2005; Jensen J, 2004; Murtaugh LC, 2007; Smith SB y cols., 2010).
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Figura 7. Factores de transcripcién involucrados en el desarrollo del pancreas.

En este estudio se eligié evaluar la expresion génica de factores de
transcripcion que participan en la regulacion de las distintas etapas del
desarrollo pancreatico y la sintesis y secrecion de insulina (FoxaZ2, Hnflb, Hnfla,
Hnf4a, Pdxl1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4 y Nkx6-1) y de los genes de funcion de
las células B Ins (insulina), Sic2a2 (Glut2) y Kcnjl1 (Kir6.2).
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Foxa2 (gen de caja forkhead A2) es esencial para el desarrollo del
endodermo debido a que las células precursoras que expresan este gen forman
células endodérmicas. Este factor también estd involucrado en la especificacién
pancreatica de las células del endodermo y se expresa en las células endocrinas
y exocrinas a lo largo del desarrollo y en la etapa adulta. Foxa2 activa la
expresion de Pdxl, Hnf4a y Hnfla, lo cual sugiere que Foxa2 es un regulador
central de esta jerarquia transcripcional (Jensen J, 2004; Shih DQ y cols., 2001).
Foxa2 esta implicado en la diferenciacién fetal de las células o« y B, en la
oscilacién intracelular de Ca* estimulada por nutrientes y en la acumulacién de
los granulos de insulina cerca de la membrana plasmatica (“docking”) a través
de la regulacion de la expresion de genes como Mtac2dl (membrane targeting
[tandem] C2 domain containing 1) y Vabp (vesicle-associated membrane
protein-associated protein B), los cuales posiblemente controlan el movimiento
de las vesiculas de insulina y las interacciones de las proteinas v-SNARE.
Ademas, FoxaZ2 activa la expresion de Surl y Kcnjl1 en las células p maduras
(Cerf ME, 2006; Gao Ny cols., 2007).

Después de la especificacion del endodermo, ciertos genes, incluyendo
los factores nucleares de hepatocito (HNF) Foxa2 (Hnf3b), Hnflb, Hnfla y
Hnf4a, interactuan en las células del endodermo y estan involucradas en la
regulacion de especificacién de tejidos derivados del endodermo como el
pancreas. A este conjunto de genes se le denomina programa central del
endodermo (Jensen J, 2004).

Hnf1b (factor nuclear hepatico 1, caja homedtica B) estd implicado en el
desarrollo de las células del endodermo visceral y regula la transcripcion de
Hnfla, Hnfd4ay Pdxl1. En las células B, también regula la expresién de Ins vy la
GSIS (Jensen J, 2004; Wang L y cols., 2004).

Hnfla (factor nuclear hepatico 1, caja homedética A) se expresa en las
células precursoras pancreaticas y en las células exocrinas y endocrinas adultas
(Jensen J, 2004). Hnfla activa la expresién de Hnf4a, Pdxl1, Neurodl, Slc2aZ2,

Pklr (piruvato cinasa de higado) e Ins en los islotes en desarrollo y maduros.
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Ademas, Hnflay Hnf4a co-regulan su expresion (Boj SF y cols, 2001; Shih DQ y
cols., 2001).

Hnf4a (factor nuclear hepatico 4 alfa) esta implicado en el desarrollo del
endodermo visceral y se expresa durante el desarrollo pancreatico y en el
pancreas adulto (Jensen J, 2004). En las células B, Hnf4a regula la expresion de
genes como Sic2a2, Aldob (aldolasa B), Gapdh (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), Pklr, la subunidad E1 mitocondrial Ogdh (oxoglutarato
deshidrogenasa), Ucp2 (proteina 2 desacoplada), Insy Kcnjl1, los cuales estan
involucrados en el transporte de la glucosa, la glucolisis y la secrecion de
insulina (Erdmann S y cols, 2007; Stoffel M y Duncan SA, 1997).

Pdx1 (gen homeotico pancreatico y duodénico 1) es esencial para la
formacion del pancreas a partir de células precursoras endodérmicas y se
expresa inicialmente en las células epiteliales de los primordios pancreaticos
dorsal y ventral. Pdx1 es necesario para la expansién de las células pancreaticas
precursoras después de la formacién de las yemas y para la diferenciacién de
las células endocrinas. Este factor continua expresandose en el epitelio
pancreatico durante el desarrollo temprano de este o6rgano, aunque su
expresion se restringe a las células B y d diferenciadas. En las células B, Pdx1
activa la transcripcion de Ins, Sic2a2, lapp (polipéptido amiloide de islotes) y
Nkx6-1 (Cerf ME, 2006; Jensen J, 2004; Wang H y cols., 2001).

Rfx6 (factor regulador X, 6) se expresa en las células del endodermo
durante el desarrollo temprano y, posteriormente, su expresion se restringe a
las células pancreaticas y del intestino. En el pancreas, la transcripcion de Rfx6
es activada por el gen pro-endocrino Neurog3 (neurogenina 3) en las células
progenitoras endocrinas y se expresa en todos los tipos celulares de los islotes
adultos. Rfx6 es esencial para la diferenciacién de las células «, B, d y .
Ademas, este factor regula la expresién de Irx2 (gen de caja homeotica iroquois
2), Arx (gen de caja homeotica relacionado con aristaless), Pax6 (gen de caja

pareada 6), Mafa (proteina A de la familia de oncogen de fibrosarcoma
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musculoaponeurético v-maf), Neurodl, Pdx1 y Pax4 (Smith SB y cols., 2010;

Soyer ] y cols., 2010).

Neurodl (gen de diferenciacion neurogénica 1) es necesario para la
diferenciacion de las células endocrinas. Durante el desarrollo pancreatico, se
expresa corriente abajo del gen pro-endocrino Neurog3 en todas las céulas de
los islotes. La expresion de Neurodl precede a la de otros factores
transcripcionales endocrinos como Pax6 e Isll y se restringe principalmente a
las células B maduras. En estas células, Neurodl esta implicado en la
transcripcion de Ins y Gck (glucocinasa) y es esencial para el mantenimiento del
fenotipo adulto de las células B y una GSIS eficiente (Cerf ME, 2006; Jensen J,
2004; Gu Cy cols., 2010).

IsIT (gen homeotico Islet 1, homeodominio LIM) esta implicado en el
desarrollo del endodermo pancreatico y la diferenciacién de las células
endocrinas. Este factor se expresa en el mesénquima pancreatico dorsal durante
el desarrollo temprano. Sin embargo, su expresidn se restringe a las células
postmitoticas endocrinas, lo cual sugiere que no esta involucrado en la
seleccion de células precursoras endocrinas. Is/1 activa la transcripcién de Ins,
Gcg (glucagon), Mafa y Arx en las células de los islotes y es necesario para la
formacioén, proliferacion y supervivencia de las células «, B, & y PP en la
transicion secundaria del desarrollo pancreatico y en la vida postnatal (Du A vy
cols., 2009; Jensen J, 2004; Liu J y cols., 2011).

Pax4 (gen de caja pareada 4) se expresa en las yemas pancreaticas dorsal
y ventral durante el desarrollo temprano y controla la diferenciacién de las
células B y d. La pérdida de la funcién de Pax4 da lugar a la formacién de las
células o y €. La expresion de Pax4 es activada por Neurog3 en las células
precursoras endocrinas y es regulada por Hnf4a, Hnfla, Pdx1 y Neurodl. Pax4
también se expresa en los islotes adultos y regula la masa de células B durante
el desarrollo y en la etapa adulta (Brun T y Gauthier BR, 2008; Cerf ME, 2006;
Jensen J, 2004; Sosa-Pineda B, 2004).
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Nkx6-1 (gen homeotico NK6 -1) se expresa exclusivamente en las células
endodérmicas que forman el pancreas. Este factor se expresa durante el
desarrollo de las yemas dorsal y ventral, posterior a la activacion de la
transcripcion de Pdxl1. Aunque su expresion inicia en una etapa temprana del
desarrollo pancreatico, sélo se requiere corriente debajo de la seleccion de
células endocrinas para la expansion y diferenciacién final de las células B
progenitoras. En el pancreas adulto, Nkx6-1 se expresa so6lo en las celulas B, en
las cuales regula la expresion de Hnfla y se requiere para una GSIS adecuada
(Donelan Wy cols., 2010; Jensen J, 2004; Schisler JC y cols., 2010).

De acuerdo a la funcién y jerarquia de estos factores de transcripcion en
el desarrollo pancréatico, alteraciones en la expresion de FoxaZ2, Hnflb, Hnflay
Hnf4a probablemente afectan la especificacién pancredtica de las células
endodérmicas y de Pdxl, Rfx6 y Neurodl, la formacion del pancreas y la
diferenciacion de las células precursoras endocrinas en la gestacion temprana.
En cambio, variaciones en la expresion de Isll, Pax4 y Nkx6-1 pueden
influenciar, principalmente, la diferenciaciéon y crecimiento de las células B y
otros tipos celulares endocrinos en la segunda transicion del desarrollo
intrauterino, al final de la gestacién y en la etapa postnatal temprana.

Los cambios de expresion de todos estos factores y de Ins, Slc2a? y

Kcnj11 también pueden afectar la funcion de las células B.

Ademds, variaciones en la secuencia génica de estos factores
transcripcionales y de KCNJI11 pueden causar diabetes en humanos (Barat-
Houari M y cols., 2002; Cerf ME, 2006; Jensen J, 2004; Nielsen EM y cols., 2003;
Smith SB y cols., 2010; Tabassum R y cols., 2008; Tokuyama Y y cols., 2006;
Yokoi N y cols., 2006). En este sentido, cambios en su expresidon pueden
contribuir a la programacion del desarrollo de las células B debido a que son

cruciales para su adecuado desarrollo y funcion.
Los aminoacidos regulan la expresion génica. Por lo tanto, la limitacion

de su disponibilidad, como consecuencia de la restriccibn proteica materna,

puede alterar la expresion de éstos y otros genes. Por ejemplo, estudios previos
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han mostrado que la limitacibn de aminoacidos, como la que presentan
animales con una deficiencia proteica en la dieta, induce la expresién hepatica
de la proteina IGFBP-1 (proteina 1 de unidn al factor de crecimiento semejante a
insulina), lo cual esta asociado a un retraso en el crecimiento prenatal y
postnatal (Fafournoux P y cols., 2000). En roedores con restricciébn proteica
materna, la limitacion de la disponibilidad de aminoacidos puede deberse a una
actividad disminuida de transportadores de aminoacidos en la placenta
(Malandro MS y cols., 1996) y a una reduccién en la concentracion plasmatica
materna de varios aminodacidos esenciales (fenilalanina, leucina, isoleucina y
valina) (Bhasin KK y cols., 2009).
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2. Planteamiento del problema

El modelo animal de restricciéon proteica materna prenatal y postnatal
temprana en ratas ejemplifica el consumo limitado de proteinas en paises con
bajos ingresos econémicos, los cuales tienen una alta prevalencia de diabetes y
de insuficiencia ponderal al nacimiento e infantil.

Este modelo es ampliamente utilizado para evaluar la programacion
prenatal y postnatal temprana de las células B pancredticas asociada a la
susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo 2 en la vida adulta.

No obstante, los efectos de la restriccion proteica materna limitada a la
gestacion o lactancia sobre la estructura de las células B y los mecanismos que
causan su programacion (i.e. alteraciones estructurales y funcionales) en uno o
ambos periodos aun no estan totalmente definidos. Su funcionamiento
inadecuado y masa reducida causan una secreciéon deficiente de insulina, la cual
contribuye al desarrollo de diabetes tipo 2. Es probable que la programacion de
las células B esté relacionada con cambios en la expresiéon de genes cruciales
para su diferenciacion, crecimiento y funciéon. Por lo tanto, en este estudio se
evaluo la estructura de estas células y la expresidn, en islotes pancreaticos, de
13 genes involucrados en el desarrollo pancreatico, la sintesis y secrecién de
insulina en las crias de ratas alimentadas con una dieta baja en proteinas

durante la gestacion y/o lactancia.

El conocimiento de la etiologia de la deficiencia en la secrecion de
insulina causada por un desarrollo inadecuado de las células B puede ser Gtil en
el disefio y evaluacion de tratamientos que mejoren su capacidad funcional para

disminuir el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2.
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3. Hipotesis

La restriccién proteica materna provoca alteraciones estructurales en las
células B de la descendencia que son especificas del periodo de exposicién a la
dieta baja en proteinas (gestacién o lactancia), afectando de manera distinta la

capacidad funcional de las células B.

La exposicion a una dieta materna con un contenido bajo de proteinas
durante la gestacion y/o lactancia altera la expresiéon de los genes FoxaZ,
Hnflb, Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2 y
Kcnj11 en los islotes pancreaticos de la descendencia, lo cual afecta la

programacion de las células B.

63



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la exposicion prenatal y/o postnatal temprana a
una dieta materna baja en proteinas sobre la estructura de las células B y la
expresion de genes implicados en su desarrollo y funcién en los islotes

pancreaticos de las crias macho lactantes de ratas Wistar.

4.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la restriccion proteica materna en la gestacion y/o la
lactancia a los 7 y 21 dias postnatales sobre el peso corporal, las
concentraciones séricas de glucosa e insulina, el peso del pancreas, la
estructura (fraccion, masa, nimero y tamafo de agregados) y proliferacién de
las células B y los niveles de ARNm de los genes Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a,
Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2 y Kcnjl1 en islotes

pancreaticos.
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5. Materiales y métodos

5.1 Animales

Los procedimientos se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana
para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999) y fueron
aprobados por el Comité Etico Institucional (CICUAL).

Los animales empleados fueron ratas Wistar (Laboratorios Harlan,
México), las cuales tuvieron acceso libre al agua y se mantuvieron a 22-24 °C

con ciclos de 12 h de luzy 12 h de obscuridad durante el experimento.

Se aparearon hembras nuliparas de 225-250 g de peso (90-110 dias de
edad) con machos de 240-260 g de peso.

En el periodo de apareamiento (6 dias), las ratas recibieron una dieta
estandar de laboratorio (dieta Chow) y se realizaron frotis vaginales diarios.

Las hembras cuyos frotis mostraron la presencia de espermatozoides se
consideraron gestantes (dia 1 de gestacion), se pesaron y se colocaron en cajas

individuales.

Las madres fueron alimentadas ad libitum con una dieta control (dieta
“C”; 20% de proteina, TD.91352, Harlan Teklad, Madison, WI, EE.UU.) o una dieta
isocalorica baja en proteinas (dieta “R”; 6% de proteina, TD. 90016, Harlan

Teklad) durante la gestacién (22 madres/grupo).

La composiciéon de ambas dietas se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Componentes de las dietas control y baja en proteinas

Dieta C Dieta R
(9/Kg)  (g/Kg)

Caseina (87g/1009) 230.0 69.0
DL-metionina 3.0 0.9
Sacarosa 431.7 571.8
Almidon de maiz 200.0 200.0
Aceite de maiz 52.3 53.9
Celulosa 37.9 57.8
Mezcla de minerales 13.4 13.4
Fosfato de calcio dibasico  16.7 21.6
Carbonato de calcio 5.1 1.6
Mezcla de vitaminas 10.0 10.0
Etoxiquina (antioxidante) 0.01 0.01
Kcal/g 3.8 3.8

C - dieta control; R - dieta baja en proteinas

La ingesta de comida se midié 3 veces por semana, a las 7:00 h, para
calcular la ingesta diaria promedio en la gestacién y se registro el peso corporal
materno al final de este periodo. El dia del nacimiento, las crias macho fueron
pesadas y se contd el numero de crias por camada. Cada camada fue ajustada a

10 crias, manteniendo, en lo posible, una relacién de 5 machos y 5 hembras.

En la lactancia, algunas madres continuaron recibiendo la misma dieta
que en la gestacion, mientras que otras tuvieron un cambio de dieta, por lo que
se generaron 4 grupos experimentales: CC, RR, RC y CR (Figura 8).

A los 7 (P7) y 21 (P21) dias postnatales, se registro el peso corporal
materno, se determind la ingesta diaria promedio de comida y se seleccionaron
aleatoriamente 3 machos de cada camada (P7: 5-6 camadas/grupo y P21: 5-6
camadas/grupo; Figura 8). Estas crias se separaron de sus madres, se pesaron
y, después de 4 horas de ayuno, se anestesiaron via intraperitoneal con

pentobarbital soédico (25 pg/g de peso). Su sangre fue recolectada por puncién
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cardiaca para la obtencion de suero y posterior cuantificacion de las
concentraciones de glucosa e insulina. El pancreas de 1 macho/camada se
disec6 para su procesamiento histolégico y andlisis morfométrico y de
proliferacion de células B y se aislaron los islotes pancreaticos de 2

machos/camada para evaluar la expresion génica.

Figura 8. Grupos experimentales generados en el estudio. La evaluacién se realizé a los 7 (P7) y
21 (P21) dias postnatales en las crias macho de los grupos (1) control (CC; dieta materna control:
dia 1 de gestacion (G1)-P7 6 P21), (2) con restriccion proteica prenatal y postnatal (RR; dieta
materna baja en proteinas: G1-P7 6 P21), (3) con restriccién proteica prenatal y normalizacién
postnatal de la nutricion (RC; dieta materna baja en proteinas: G1-dia 21 de gestacién (G21), dieta
materna control: dia postnatal 1 (P1)-P7 6 P21) y (4) con restriccion proteica postnatal (CR; dieta
materna control: G1-G21, dieta materna baja en proteinas: P1-P7 6 P21). Dieta control (C): 20% de
proteina; dieta baja en proteinas (R): 6% de proteina. El valor de » indica el nimero de madres o

camadas evaluadas en cada fecha.

5.2 Cuantificacion de glucosa e insulina en suero

La sangre, colectada por puncién cardiaca, se dejo coagular durante 30
min y se centrifugé a 280 g por 10 min para separar el suero. Los sueros se
almacenaron a -20°C previo a la determinacién de las concentraciones de
glucosa e insulina.

La concentracion de glucosa se determin6 a través del método de

oxidacion enzimatica con glucosa oxidasa, utilizando un kit comercial (Randox
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Laboratories, Crumlin, Co. Antrim, Reino Unido). El coeficiente de variacion
intra-ensayo fue < 2%.

La medicion de la concentracion de insulina se realiz6 con un ELISA
ultrasensible para insulina de rata (Mercodia, Uppsala, Suecia). El coeficiente de

variacion intra-ensayo fue < 4%.

5.3 Procesamiento histologico

Los pancreas fueron disecados y pesados. La cola de cada pancreas se
fij6 en paraformaldehido 4% - PBS durante 2 h, se deshidraté con soluciones de
etanol - H O (30-90%), etanol absoluto y xileno, se incluy6é en parafina y se
cortd completamente en secciones de 5 um de espesor. Las secciones se
recolectaron en laminillas cargadas con poli-L-lisina, se dejaron secar a 37°C
durante la noche vy se almacenaron hasta ser procesadas para

inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.

5.4 Anadlisis morfométrico de las células B pancredticas

Para analizar la estructura de las células B, se realizaron tinciones
inmunohistoquimicas para insulina en 8 secciones (240 pm de separacién) de
cada pancreas. Las secciones se desparafinaron, se hidrataron y se incubaron
durante 30 min con una solucion amortiguadora de bloqueo (BSA 3% - Tween
20 0.1% - TBS). Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo de cobayo anti-
insulina (1:200; Dako, Carpinteria, CA, EE.UU.) durante 1 h y con un anticuerpo
anti-lgG de cobayo conjugado con HRP (1:200; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, CA, EE.UU.) por 1 h a temperatura ambiente. Ambos
anticuerpos se diluyeron en solucién amortiguadora de bloqueo. La reaccion se
revel6 con diaminobencidina (Dako) y las secciones se contra-tiferon con

hematoxilina y se montaron en medio glycergel (Dako).
El analisis morfométrico consistié en la determinacién de la fraccién y

masa de células B y de la densidad y tamafo de los agregados de células B. El

area de las células positivas a insulina y del tejido pancreatico de cada seccidn
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se cuantific6 a través de mediciones por computadora (Garofano A y cols.,
1998), utilizando un microscopio Leica DMRB (Deerfield, IL, EE.UU.) equipado
con una camara de video a color conectada a una computadora Quantimet 500
MC (amplificacion en pantalla: 24x) y el software Leica Qwin (Wetzlar, Alemania).

Para la determinacién de la fraccion de células B (porcentaje de células B
en el pancreas), se calcul6 el cociente del area total de células positivas a
insulina y el area total de tejido pancreatico. La masa de células B se obtuvo
mediante la multiplicacion de la fraccién de células B por el peso del pancreas y
se calculd la masa de células B por unidad de peso corporal. Los agregados de
mas de 3 células positivas a insulina (diametro > 25 pm) se contaron y midieron
en las secciones para determinar el nUmero de agregados de células B por area

de tejido pancreatico y el tamafio promedio de los agregados de células B.

5.5 Analisis de proliferacion de las células B pancreadticas

Para determinar el porcentaje de proliferacion de las células B, se realizé
la co-localizacion, por inmunofluorescencia doble, de las proteinas Ki-67 e
insulina en 3-6 secciones (240 um de separacién) por pancreas. Las secciones
se desparafinaron, se hidrataron y se incubaron en una solucién amortiguadora
de citratos 10 mM durante 3 min a 90°C en un horno de microondas. Luego de
dejar enfriar las secciones, éstas se permeabilizaron con una solucién TBS -
Triton 0.3% durante 20 min y se bloquearon con una solucién BSA 3% - Triton
0.3% - TBS por 30 min a temperatura ambiente. Las secciones se incubaron con
un anticuerpo de raton anti-Ki-67 (1:50; BD Pharmingen, CA, EE.UU.) y con el
anticuerpo de cobayo anti-insulina (1:100; Dako, Carpinteria, CA, EE.UU.) a 4°C
durante la noche. Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos anti-IgG de
raton conjugado con Texas Red y anti-lgG de cobayo conjugado con FITC
(1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, CA, EE.UU.) durante
3 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos se diluyeron en la solucién de
bloqueo. Las secciones se montaron con medio de montaje para fluorescencia y

se observaron en un microscopio Reichert Polyvar (Viena, Austria).
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Se contaron, al menos, 50 células que co-localizaran para Ki-67 e insulina
en cada pancreas. El porcentaje de proliferacién se calculé a partir del cociente
del nimero de células positivas a Ki-67 e insulina y el numero total de células

positivas a insulina.

5.6 Aislamiento de islotes pancreadticos

Los islotes pancreaticos se aislaron por digestion con colagenasa (Li DS y
cols., 2009). Los pancreas se perfundieron con una solucién de 1 mg/mL de
colagenasa XI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) disuelta en HBSS 1X (Gibco-
Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU.). La digestion se llevé a cabo durante 20
min a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, se anadi6 HBSS 1X frio a la
suspension de tejido para detener la digestién. La suspensién se centrifugd a
290 g por 30 s a 4°C y se elimin6 el sobrenadante. El boton se resuspendi6 en
HBSS 1X y se centrifugd nuevamente a 290 g por 30 s a 4°C. Después de retirar
el sobrenadante, se anadido una solucién de suero fetal bovino (FBS; Gibco-
Invitrogen) 10% - HBSS 1X para resuspender el boton. La suspensidn se vertié en
un filtro de 70 [m (BD Falcon, BD Biosciences, San Diego, CA, EE.UU.) colocado
en un tubo de 50 mL para separar los islotes del tejido exocrino. El filtro se
coloco invertido sobre una caja Petri y se vertio la solucion de FBS 10% - HBSS 1X
para desprender los islotes del filtro y recuperarlos en la caja. Los islotes se

recolectaron y se lavaron con PBS.

5.7 Analisis de expresion génica

El ARN de los islotes recién aislados se extrajo con el kit RNeasy Plus Mini
(Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion de ARN se cuantific6 con un espectrofotometro Nanodrop
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE.UU.) y se sintetizaron 200 ng de ADNc
mediante transcripcion reversa del ARN con el kit SuperScript Il (Invitrogen,
Grand Island, NY, EE.UU.), utilizando oligonucleétidos hexaméricos aleatorios.

La evaluacion de la expresion génica de Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a,
Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll1, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2 y Kcnj11 se hizo a través de
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la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm por PCR cuantitativa (qPCR),
empleando el gen Hprt] como constitutivo.

Las reacciones se realizaron en un equipo LightCycler 2.0 con sondas de
hidrélisis UPL (Universal Probe Library) marcadas con fluoresceina (FAM),
oligonucleétidos especificos disefnados con el software ProbeFinder
(http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000) y
el kit LightCycler TagMan Master (Roche Applied Science, Hague Road, IN,
EE.UU.). Las secuencias de los oligonucleétidos y la sonda utilizada para cada

gen se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucledtidos y sondas utilizados en el ensayo de qPCR

Gen Secuencia de Oligonucleétido sentido Oligonucleotido anti-sentido Sonda

referencia (5’-3%) (3’-5%) UPL
Foxa2 NM_012743.1 CCAGACAACGCGAGTCCT ACGGCTCCCAGCATACTTT 95
Hnflb NM_013103.1 AGAGCCCAGGCAGTCACA GGGGGCTCCTGCTTATGT 107
Hnfla NM_012669.1 TCAGCACCAGTCCCACAGT ATGACACCGTGGTTGGATG 83
Hnf4a NM_022180.1 CAAGAGGTCCATGGTGTTCA CCGAGGGACGATGTAGTCAT 68
Pdx1 NM_022852.3 TAAGGCCTGGCTTGTAGCTC TAAGGCCTGGCTTGTAGCTC 68
Rfx6 NM_001106388.1 GGGAGCTTCAATTTCCTCAGT TGTGCCTCTGGGTAGTTTATATTG 68
Neurodl NM_019218.2 ACGCAGAAGGCAAGGTGT TTTGGTCATGTTTCCACTTCC 1
Isl NM_017339.3 AGCAACCCAACGACAAAACT CCATCATGTCTCTCCGGACT 83
Pax4 NM_031799.1 CAAGGCTCCCAGTGTATCCT GAAGAGCTGGAGCCAAAACA 130
Nkx6-1 NM_031737.1 GAGAAGACTTTCGAACAAACGAA CGATTCTGGAACCAGACCTT 126
Ins NM_019129.2 GACCTTGGCACTGGAGGTT CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG 29
Slc2a2 NM_012879.2 TTTCTGTGCCGTCTTCATGT CCGTCATGCTCACATAACTCA 95
Kenji1 NM_031358.3 TCGTAGGGCTAATGATCAACG TGCTGAAGATGAGGGTTTCTG 107
Hprti NM_012583.2 GGTCCATTCCTATGACTGTAGATTTT CAATCAAGACGTTCTTTCCAGTT 22

Foxa2, gen de caja forkhead A2; Hnflb, factor nuclear hepatico 1, caja homeotica B; Hnfla, factor
nuclear hepatico 1, caja homeodtica A; Hnf4a, factor nuclear hepatico 4 alfa; Pdx1, gen homeotico
pancreatico y duodénico 1; Rfx6, factor regulador X, 6; Neurodl, gen de diferenciacién
neurogénica 1; Is/1, gen homeético Islet 1, homeodominio LIM; Pax4, gen de caja pareada 4;
Nkx6-1, gen homeotico NK6 -1; Ins, insulina; Slc2a2 (Glut2), transportador de glucosa (transporte
facilitado) de la familia 2 de transportadores de soluto, miembro 2; Kcnjl1 (Kir6.2), canal de
potasio de rectificacion interna, subfamilia J, miembro 11; Hprtl, hipoxantina fosforribosil

transferasa 1.
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5.8 Anadlisis estadistico

Los datos estan representados como el promedio + el error estandar. El

valor de nindica el nUmero de madres o camadas evaluadas en cada medicién.

El peso corporal inicial y la ingesta de comida de las madres en la
gestacion se analizaron con la prueba t de Student. El peso corporal materno al
final de la gestacion ajustado al tamafio de camada se evalué con un andlisis de
varianza univariado. El tamano de camada y el peso corporal de las crias macho

al nacimiento se analizaron con la prueba de Mann-Whitney.

El peso corporal e ingesta de comida de las madres y todos los datos de
las crias macho en la lactancia se evaluaron con un ANOVA de 1 via y la prueba
Post-Hoc Games-Howell, excepto por los datos de expresion génica, para los

cuales se hizo un ANOVA de 2 vias.
El programa estadistico empleado fue SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EE.UU.). Las diferencias se consideraron como significativas con un valor de
P < 0.05.
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6. Resultados

6.1 Efecto de la restriccion proteica materna sobre el peso corporal de las

madvres y el crecimiento de las crias

La disminucién del aporte de proteinas en la dieta materna afecté la
ganancia de peso gestacional.

Aunque ambos grupos tuvieron el mismo peso corporal inicial (dia 1) y su
ingesta de comida y tamaino de camada fueron semejantes, el peso de las
madres del grupo con restriccion proteica (R) fue 7% menor al de las madres del

grupo control (C) en el dia 21 de gestacion (Tabla 4).

Asi mismo, el crecimiento intrauterino de las crias con restriccion
proteica fue limitado, lo cual se reflej6 en la disminucion (15%) del peso

corporal al nacimiento (Tabla 4).

Durante la lactancia, el peso corporal de las madres y el de sus crias vari6

en relacién con la dieta consumida en este periodo (Tabla 4):

Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

El peso corporal de las madres alimentadas con la dieta baja en proteinas

en la gestacion y la lactancia fue aproximadamente 20% menor a los 7 y 21 dias

de lactancia en comparaciéon con los valores del grupo control (CC) y del grupo

con restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricién (RC).
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La ingesta de comida de las madres RR no fue distinta a la de las madres

CC o RC en el dia 7 de lactancia, aunque disminuyd en un 43% a los 21 dias.

La dieta materna baja en proteinas restringié el crecimiento postnatal de
las crias RR. Con respecto a las crias CC y RC, éstas fueron 45% mas pequefias a

los 7 dias de lactancia y su peso fue casi 3 veces menor en el dia 21.

Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

El peso corporal y la ingesta de comida fueron semejantes en las madres

RC y CC en las dos fechas evaluadas.

Las crias RC tuvieron un crecimiento postnatal similar al de las crias CC;

ambos grupos tuvieron el mismo peso corporal a los 7y 21 dias de edad.

Restriccion proteica postnatal (CR)

El consumo de la dieta baja en proteinas durante la lactancia causé una
reduccion del 20% en el peso corporal y del 40% en la ingesta de comida de las
madres CR en comparacion con los valores de los grupos CC y RC en el dia 21,

aunque ambos fueron semejantes en el dia 7 postnatal.

Al igual que las crias RR, las del grupo CR tuvieron restriccion del
crecimiento; su peso disminuy6 en un 30% comparado con el del grupo CC en el
dia 7 postnatal y fue aproximadamente 50% menor en el dia 21 con respecto al
de las crias CC y RC.
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Tabla 4. Peso corporal de las madres y de sus crias, ingesta de comida y

tamano de la camada

GESTACION
Dia C R
1 246.8+2.5 248.6+2.3
Peso corporal de las madres (g)
21 336.8+4.1 313.2+2.4*
Ingesta de comida de las madres (g/dia) 18.0+0.3 18.8+0.4
Tamanho de la camada (crias/camada) 11.8+0.2 11.6+0.3
Peso corporal de las crias al nacimiento (g) 6.0+0.1 5.1£0.1%
LACTANCIA
Dia CC RR RC CR

7 268.5+5.0 228.5+7.2* 266.7+7.21 261.4+5.01
Peso corporal de las madres (g)
21 259.1+8.8 210.5+4.8* 261.3£5.21 203.5+7.0*%

7 23.4%1.0 18.1+1.9 25.8+2.4 23.3x1.3
Ingesta de comida de las madres (g/dia)
21 44.6+1.7 25.3£0.6*  43.5x1.61 25.3+1.0%%

7 13.7%0.5 7.4x0.5* 13.1x0.8¢t 9.7+1.0%

Peso corporal de las crias (g)
21 38.2+2.4 13.2+0.5* 37.1+£1.8%f 17.6+1.8%%

Los datos estan representados como el promedio * el error estandar. Grupos control (C) y con
restriccion proteica (R) en la gestacién: n = 22/grupo. CC, grupo control; RR, grupo con restriccion
proteica en la gestacidon y la lactancia; RC, grupo con restriccion proteica en la gestacion y
normalizacién de la nutricién en la lactancia; CR, grupo con restriccion proteica en la lactancia.
Dia 7 de lactancia: CC, n = 6; RR, RC y CR, n = 5/grupo. Dia 21 de lactancia: CC, RR y RC,
n=6/grupo; CR, n=5. *P< 0.05 vs. C6 CC, tP < 0.05 vs. RRy P < 0.05 vs. RC en el mismo dia

de evaluacion.
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6.2 Consecuencias de la vrestriccion proteica materna sobre las

concentraciones séricas de glucosa e insulina de las crias

En la tabla 5 se muestran los valores promedio de las concentraciones de
glucosa e insulina en suero de los grupos control y con restriccion proteica

materna.

Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

Las crias RR no mostraron cambios significativos en las concentraciones
de glucosa o insulina con respecto a las del grupo CC en ninguna de las edades

evaluadas.

Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

En las crias RC, el cambio postnatal a la dieta control no alter6 la
concentracion de glucosa a los 7 6 21 dias postnatales ni la concentracion de
insulina en el dia 7, aunque ésta fue 65 y 37% mayor a la de las crias CC y RR,

respectivamente, al final de la lactancia.

Restriccion proteica postnatal (CR)

La concentracion de glucosa en ambas edades y la de insulina a los 7
dias postnatales de las crias CR fueron semejantes a las de los demas grupos.

Sin embargo, a los 21 dias, su concentraciéon de insulina disminuyo6
aproximadamente en un 45% con respecto a la de los grupos CC y RR, y fue casi

tres veces menor que la del grupo RC.
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Tabla 5. Concentraciones séricas de glucosa e insulina de las crias alos 7 y 21

dias postnatales

Dia CC RR RC CR

7 6.0+0.5 5.3+0.5 6.2+0.8 4.8+0.5
Glucosa (mM)

21 7.1+0.9 7.1+1.3 7.8+0.5 7.4+1.4

7 38.0+3.8 33.3+3.1 39.7+3.6 39.9+5.5

Insulina (pM)
21  234.5+24.0 283.5x28.8 387.8+32.4*1 143.2x11.6*1#

Los datos estan representados como el promedio + el error estdndar. CC, grupo control; RR,
grupo con restriccién proteica prenatal y postnatal; RC, grupo con restriccion proteica prenatal y
normalizacién postnatal de la nutricién; CR, grupo con restriccion proteica postnatal. Dia 7
postnatal: CC, n= 6; RR, RC y CR, n= 5/grupo. Dia 21 postnatal: CC, RR y RC, n= 6/grupo; CR,
n=>5.*%P<0.05vs.CC, tP<0.05vs. RRy P < 0.05 vs. RC de la misma edad.

6.3 Alteraciones en el peso del pancreas y la estructura de las células B

pancredticas causadas por la restriccion proteica materna

La restriccion proteica materna afectd el desarrollo pancreatico de las
crias, lo cual se reflejé en alteraciones en el peso del pancreas (Figura 9A) y la

morfologia de las células B (Figura 11).

Peso del pancreas

Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

Las crias RR tuvieron un crecimiento limitado del pancreas; su peso fue
50 y 60% menor con respecto al del grupo CC a los 7 y 21 dias postnatales,

respectivamente.
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Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

La recuperacion de la nutricién en la lactancia favorecio el crecimiento del
pancreas en las crias RC. Su peso fue significativamente mayor al de las crias RR

a los 21 dias y similar al del grupo CC en ambas edades.

Restriccion proteica postnatal (CR)

El peso del pancreas de las crias CR no se redujo de manera significativa
en el dia 7 postnatal. Sin embargo, a los 21 dias, su peso fue semejante al del

grupo RR, es decir, un 60% menor en comparacion con el de los grupos CC y RC.

A los 7 y 21 dias postnatales, la masa de tejido pancreatico por unidad

de peso corporal fue semejante en todos los grupos experimentales (Figura 9B).

Figura 9. Peso del pancreas (A) y peso del pancreas por unidad de peso corporal (B) de las crias
control (CC), con restricciéon proteica prenatal y postnatal (RR), con restricciéon proteica prenatal y
normalizacién postnatal de la nutricion (RC) y con restriccién proteica postnatal (CR) a los 7 (P7) y
21 (P21) dias postnatales. Los datos estan representados como el promedio + el error estandar.
P7: CC, n=6; RR, RCy CR, n= 5/grupo. P21: CC, RRy RC, n= 6/grupo; CR, n=5. *P < 0.05 vs.
CC, tP<0.05vs. RRy $P < 0.05 vs. RC de la misma edad.
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Estructura de las células B pancreaticas

La evaluacion de la estructura de las células B se realiz6 mediante un analisis

morfométrico por computadora.

En la Figura 10 se muestran imagenes representativas de la deteccién del
area de células positivas a insulina (A-B) y del area de tejido pancreatico (C-D).
Con los datos de las areas, se obtuvo el porcentaje células f en el pancreas
(fraccién de células B) y la masa de células B (fraccion de células B multiplicada

por el peso del pancreas).

El analisis morfométrico también incluyd la determinacion del numero de
agregados de células B (agregados de células positivas a insulina con un

didmetro > 25 ym) y su tamafo promedio.

Figura 10. Imagenes representativas del andlisis morfométrico por computadora para la
evaluacién de la estructura de las células B pancreaticas. En cada seccion, se obtuvieron imagenes
digitales de los agregados de células positivas a insulina (A) y del tejido pancreatico (C). El area de
las células B (B) y del tejido pancreatico (D), asi como el nimero y tamano de los agregados de
células positivas a insulina, se midieron utilizando un software de analisis de imagenes. Barras de

escala Ay B =100 um; barras de escala Cy D =200 pm.
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Los resultados del analisis morfométrico de las células B de los 4 grupos

experimentales se muestran en la Figura 11.

En las crias del grupo control (CC), la fraccion de células B (Fig. 11A) y el
nimero de agregados de células B (Fig. 11D) disminuyeron del dia 7 al 21 de
lactancia, mientras que la masa de células B (Fig. 11B) aumenté y el tamafo de

los agregados de células B (Fig. 11E) no vario en este periodo.

La restriccion proteica materna alter6 la estructura de las células B de las
crias. Sin embargo, estas alteraciones ocurrieron de manera especifica

dependiendo del periodo de exposicion a la dieta baja en proteinas.

Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

En comparacién con el grupo CC, las crias RR tuvieron una fraccion de
células B 45 y 25% menor a los 7 y 21 dias postnatales, respectivamente, y su
masa de células B se redujo en un 70% en ambas edades (Fig. 11A-B). El numero
y tamafno de agregados de células B (Fig. 11D-E) fue 25% menor a los 7 dias
postnatales. En el dia 21, la cantidad de agregados de células B se incremento y

fue semejante a la del grupo CC, mientras que su tamafio permanecié reducido.

Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

Con respecto al grupo CC, las crias RC mostraron una disminuciéon del
30-40% en la fracciéon y masa de células B a los dias 7 y 21 de lactancia (Fig.
11A-B). El numero de agregados de células B fue 25% menor en ambas edades y
su tamano se redujo en un 16% en el dia 21 postnatal (Fig. 11C-D).

En comparacion con las crias con restriccion proteica prenatal y postnatal
(RR), la recuperacién de la nutricibn materna en la lactancia provocd un
incremento en la masa de células B de las crias RC en ambas edades y de la

fraccién y tamafo de agregados de células B en el dia 7 de lactancia.

80



Restriccion proteica postnatal (CR)

La exposicion a la dieta baja en proteinas en la lactancia provocd la
disminucion (45%) de la masa de células B en las crias CR con respecto a las
crias CC en el dia 21 postnatal (Fig. 11B), mientras que la fraccién de células By
el nimero de agregados de células B se incrementd en un 20% (Fig. 11A,D) y el

tamafo de agregados de células B no vario (Fig. 11E).

La masa de células B relativa al peso corporal no fue distinta entre los grupos
(Fig. 11 0.

Figura 11. Morfologia de las células B de las crias control (CC), con restriccion proteica prenatal y
postnatal (RR), con restriccién proteica prenatal y normalizacién postnatal de la nutricion (RC) y
con restriccion proteica postnatal (CR) a los 7 (P7) y 21 (P21) dias postnatales. (A) Porcentaje de
células B en el tejido pancreatico (fraccion de células B), (B) Masa de células B, (C) Masa de células
B por unidad de peso corporal, (D) Namero de agregados de células B por area de tejido
pancreatico, (E) Tamafio promedio de agregados de células B. Los datos estan representados
como el promedio * el error estandar. P7: CC, n=6; RR, RCy CR, n= 5/grupo. P21: CC, RR y RC,
n=6/grupo; CR, n=5. *P < 0.05 vs. CC, 1P < 0.05 vs. RRy £P < 0.05 vs. RC de la misma edad.
§P < 0.05 vs. P7 del mismo grupo.
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6.4 Efecto de la restriccion proteica materna sobre la proliferacion de las

células B pancreadticas

La reduccién del tamano de los agregados de células B vy, en
consecuencia, de la masa de células B, puede deberse, en parte, a alteraciones
en la proliferacién de estas células. Por lo tanto, se realiz6 la co-localizacion de
la proteina Ki-67 y la insulina por inmunofluorescencia doble (Figura 12) para
determinar el porcentaje de proliferacion de las células B. La proteina Ki67 se
detecta en todas las fases del ciclo celular (G1, S, G2, M), excepto GO, por lo que
se utiliza cominmente como marcador de proliferacion (Scholzen T y Gerdes ],
2000).

Figura 12. Inmunofluorescencia doble para Ki-67 (A) e insulina (B). Para obtener el porcentaje de
proliferacion, se determin6 el nimero de células que co-localizaron para Ki-67 e insulina (C) y el

nimero total de células positivas a insulina. Barras de escala = 25 pm.

En la Figura 13 se muestra el porcentaje de proliferacién de las células B
de los cuatro grupos experimentales. En el grupo control (CC), la proliferacion

disminuyd en un 50% aproximadamente entre los dias 7 y 21 postnatales.
Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

La proliferacion de las células B en estas crias fue 60 y 50% menor a los 7

y 21 dias postnatales, respectivamente, con respecto a los valores del grupo CC.
Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

En comparacion con el grupo control, la proliferacién disminuyé en un 50

y 30% a los 7y 21 dias postnatales, respectivamente, en las crias RC.
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No obstante, la proliferacion en el grupo RC fue mayor que la del grupo

con restriccion proteica prenatal y postnatal (RR) en ambas edades.

Restriccion proteica postnatal (CR)

Aunque las crias CR no tuvieron una reduccion del tamano de los
agregados de células B, se observé una disminucion del 10% en la proliferacion
de éstas células a los 7 dias de edad. Sin embargo, el porcentaje de

proliferacion fue semejante al del grupo CC en el dia 21.

Figura 13. Proliferacion de las células B de las crias control (CC), con restriccion proteica prenatal
y postnatal (RR), con restriccién proteica prenatal y normalizacién postnatal de la nutricion (RC) y
con restriccion proteica postnatal (CR) a los 7 (P7) y 21 (P21) dias postnatales. Los datos estan
representados como el promedio * el error estandar. P7: CC, n = 6; RR, RC y CR, n = 5/grupo.
P21: CC, RRy RC, n=6/grupo; CR, n=5.*P<0.05vs.CC, 1P < 0.05vs. RRy £P < 0.05 vs. RC

de la misma edad. §P < 0.05 vs. P7 del mismo grupo.

6.5 Efecto de la restriccion proteica materna sobre la expresion de factores

de transcripcion y de genes de funcion de las células B pancreadticas

Las alteraciones estructurales y de proliferacion de las células B, asi como
la deficiencia en su actividad secretora (Cherif H y cols.,1998; Heywood WE y
cols.,2004; Moura AS y cols., 1997) causadas por la restriccién proteica materna
podrian ocurrir, en parte, como consecuencia de variaciones en la expresion de

genes involucrados en el desarrollo pancreatico y la funcién de las células B.
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Por lo tanto, se cuantificaron los niveles de ARNm de los factores de
transcripcion Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4 y
Nkx6-1 y de los genes Ins, Slc2a2 y Kcnjl1 en los islotes pancreaticos de las

crias control y con restriccidon proteica prenatal y/o postnatal.

Factores de transcripcion

En los grupos con restriccion proteica se calculdé la expresion para cada gen
relativa a la del grupo CC en la misma edad (Figura 14B-D).

En las crias del grupo control (CC), la expresion de todos los factores de
transcripcion evaluados disminuyé significativamente entre los dias 7 y 21
postnatales (Figura 14A), a excepcion de Pax4, cuya expresion tendid a
disminuir aunque el cambio no fue significativo (P = 0.08).

La expresion de Foxa2, Hnflb, Neurodl, Pax4 y Nkx6-1 no fue distinta
entre los grupos a los 7 y 21 dias postnatales (Figura 14). En cambio, los niveles
de ARNm de Hnfla, Hnf4a, Pdxl, Rfx6 e Isll fueron mayores en las crias con

restriccion proteica con respecto al grupo control en una o ambas edades:

Restriccion proteica pre- y postnatal (RR)

Los niveles de ARNm de Hnfla, Hnf4a y Rfx6 en ambas edades y de Pdx]
e Isll alos 21 dias postnatales se incrementaron en las crias RR (Figura 14B) en

comparacion con los valores del grupo CC (Figura 14A).

Restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (RC)

Con respecto al grupo CC, las crias RC mostraron un incremento en la
expresion de Hnfla, Pdx1 y Rfx6 en el dia postnatal 7 y de Hnf4a en el dia 21
(Figura 140).

Restriccion proteica postnatal (CR)

Los niveles de ARNm de Hnfla, Hnf4a y Rfx6 fue mayor en las crias CR
que en las crias CC (Figura 14D) a los 7 y 21 dias de edad.
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Figura 14. Expresion génica de Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isll, Pax4 y
Nkx6-1 en islotes pancreaticos de las crias control (A), con restriccion proteica prenatal y
postnatal (B), con restriccion proteica prenatal y normalizacion postnatal de la nutricion (C) y con
restriccion proteica postnatal (D) a los 7 (P7) y 21 (P21) dias postnatales. Los valores de ARNm de
los grupos con restriccion proteica se normalizaron con los valores promedio del grupo CC (linea
punteada) en cada edad. Los datos estan representados como el promedio + el error estandar. P7:
CC, n=6; RR, RCy CR, n= 5/grupo. P21: CC, RRy RC, n= 6/grupo; CR, n=5. *P < 0.05 vs. CC,
TP < 0.05vs. RRy P < 0.05 vs. RC de la misma edad. §P < 0.05 vs. P21 del mismo grupo.
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Genes de funcion de las células B pancreaticas

En la Figura 15 se muestra la expresiéon de los genes Ins (insulina), Sic2a2
(Glut2) y Kcnjl1 (Kir6.2) en las crias control y con restriccion proteica prenatal
y/0 postnatal. En las crias control (CC), los niveles de ARNm de Insy Kcnjl1 se
redujeron del dia 7 al 21 de lactancia, mientras que la expresion de Glut2 no
vario en este periodo (Figura 15A).

En comparacién con las crias CC, la expresién de Ins fue mayor a los 7
dias postnatales en las crias RC (Figura 15C), mientras que el nivel de ARNm de
Slc2a? aument6 a los 21 dias en las crias RR y en ambas edades en las crias CR
(Figura 15B y D). La expresion de Kcnjl1 no se alter6 en ningun grupo con

restriccion proteica.

Figura 15. Expresion génica de Ins (insulina), Sic2a2 (Glut2) y Kcnjl1 (Kir6.2) en los islotes
pancreaticos de las crias control (A), con restriccion proteica prenatal y postnatal (B), con
restricciébn proteica prenatal y normalizacién postnatal de la nutricion (C) y con restriccion
proteica postnatal (D) a los 7 (P7) y 21 (P21) dias postnatales. Los valores de ARNm de los grupos
con restriccién proteica se normalizaron con los valores promedio del grupo CC (linea punteada)
en cada edad. Los datos estan representados como el promedio + el error estandar. P7: CC, n = 6;
RR, RC y CR, n= 5/grupo. P21: CC, RRy RC, n=6/grupo; CR, n=5. *P < 0.05 vs. CC, tP < 0.05
vs. RRy $P < 0.05 vs. RC de la misma edad. §P < 0.05 vs. P21 del mismo grupo.
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7. Discusion

La restricciéon del crecimiento intrauterino y durante la etapa postnatal
temprana incrementa el riesgo de desarrollar intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina y, eventualmente, diabetes tipo 2 en la vida adulta, de
acuerdo a lo observado en varios estudios epidemioldgicos (Hales CN y cols.,
1991; Lithell HO y cols., 1996; McCance DR y cols., 1994; McKeigue PM y
cols.,1998; Phipps Ky cols., 1993; Ravelli AC y cols., 1998).

La susceptibilidad a la diabetes tipo 2 en individuos con restriccion del
crecimiento puede estar relacionada con la disfuncién y/o reduccién de la masa
de las células B pancreaticas (Hales CN y cols.,1991) debido a un desarrollo
inadecuado del pancreas.

En modelos animales de restriccion del crecimiento intrauterino vy
postnatal temprano se ha mostrado que un ambiente nutricional inadecuado
provoca alteraciones estructurales y funcionales en las células B que favorecen
el desarrollo de intolerancia a la glucosa e incrementan la susceptibilidad a la
diabetes en la vida adulta (Valtat B y cols, 2011; Tarry-Adkins JL y cols, 2010;
Simmons RA y cols., 2001). No obstante, los mecanismos que conducen a la

programacion de las células B siguen siendo investigados.

En este proyecto se utiliz6 el modelo de restricciéon proteica materna
durante las etapas prenatal y postnatal temprana en ratas, el cual induce
diabetes en sus crias (Petry CJ y cols, 2001), para determinar, durante la vida
postnatal temprana, los cambios en la estructura de las células B y la expresion
de varios genes implicados en su desarrollo y funcion como posible mecanismo
de programacioén de las células B. Los resultados obtenidos estan representados

en la figura 16.
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Figura 16. Efecto de la restriccion proteica materna prenatal y/o postnatal temprana sobre el peso
corporal, la concentracion en suero de glucosa e insulina, el peso del pancreas, estructura y
proliferacion de las células B pancreaticas y expresion en islotes pancreaticos de genes implicados
en la regulacion del desarrollo pancreatico y la funcién de las células B. La evaluacion se hizo a los
7 y 21 dias postnatales en las crias macho de madres alimentadas con una dieta control y/o baja
en proteinas durante la gestacion y la lactancia. La flecha “1” indica aumento, la flecha “|” indica

“_n

disminucién y el signo indica que no hubo variacidon con respecto al grupo control (CC). Los

signos en color azul representan el dia 7 postnatal y los signos en color rojo, el dia 21 postnatal.
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En este estudio, las crias con restriccion proteica materna prenatal y
postnatal temprana (RR) tuvieron bajo peso al nacimiento y durante la lactancia,
aunque sus concentraciones de glucosa e insulina no se alteraron. Esto es
consistente con estudios previos (Petrik J y cols., 1999; Petry CJ y cols, 2001) y
muestra que la restriccion proteica materna restringié el crecimiento en estas
crias y que la homeostasis de la glucosa se mantiene en la vida postnatal
temprana. Sin embargo, la descendencia adulta de ratas alimentadas con una
dieta baja en proteinas durante la gestaciéon y la lactancia tiene una respuesta
disminuida de secrecion de insulina en pruebas de tolerancia a la glucosa
(Bieswal F y cols., 2008) y desarrollan intolerancia a la glucosa y diabetes (Petry
CJ y cols, 2001). La disminuciéon de la respuesta de secrecion de insulina en la
etapa adulta puede ser consecuencia de una persistente deficiencia de la
actividad secretora y reduccién de la masa de células B, alteraciones que se
originan durante la vida intrauterina y postnatal temprana en estas crias (Cherif
H y cols., 1998; Heywood WE y cols., 2004; Petrik J y cols., 1999; Snoeck Ay
cols., 1990).

La restricciébn proteica materna prenatal y postnatal (RR) provocé una
disminuciéon del peso del pancreas y de la fraccion, nimero y tamafo de
agregados de las células B. Estas alteraciones estructurales resultaron en una
masa reducida de células B. El peso del pancreas y la masa de células B fueron
proporcionales al peso corporal en todos los grupos experimentales. En este
sentido, alin cuando la masa de células B es adecuada para el peso corporal en
la lactancia, ésta podria no incrementarse en la vida adulta y ser insuficiente
para responder a las demandas metabodlicas en esta etapa, como ocurre en el

modelo de programacién por restriccion calérica (Garofano Ay cols., 1999).

La masa de células B de las ratas adultas se incrementa, en gran medida,
después del nacimiento (Chintinne M y cols., 2010) y la maduraciéon de la
secrecion de la insulina ocurre en la vida postnatal temprana (Aguayo-
Mazzucato C y cols., 2006). Cualquier estimulo o insulto en esta ventana critica
del desarrollo puede tener consecuencias a largo plazo sobre la estructura y
funcion de las células B. La restriccién proteica materna limitada a la gestacion

o lactancia afecta el crecimiento corporal, la funcion de las células B y la
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homeostasis de la glucosa (Arantes VC y cols., 2002; Moura AS y cols., 1997;
Zambrano E y cols., 2006). Sin embargo, los efectos sobre la estructura de las
células B no estan completamente establecidos. Por lo tanto, en este estudio se
evaluaron las posibles alteraciones estructurales de las células B en las crias con
restriccion proteica materna prenatal y normalizacién postnatal de la nutricion

(grupo RC) y en las crias con restriccion proteica materna postnatal (grupo CR).

Las crias con restriccion proteica prenatal y normalizacidén postnatal de la
nutriciéon (grupo RC) tuvieron una recuperacion postnatal del crecimiento. La
concentracion de glucosa en suero no se alter6, mientras que la concentracién
sérica de insulina y su expresion se incrementaron. Sin embargo, la expresion
de Ins aumentd en el dia 7 postnatal y la concentraciéon de insulina, en el dia 21.
El aumento en la expresion de Ins en el dia 7 postnatal podria indicar un
aumento en la sintesis de esta hormona. Esto favoreceria la rapida recuperacién
del crecimiento que tienen las crias RC después del nacimiento debido a que la
insulina actila como factor anabdlico del crecimiento corporal, estimulando la
sintesis de proteinas durante el desarrollo intrauterino y neonatal (Davis TA y
cols., 2008; Milner RD y Hill DJ, 1984). Debido a que no hay un aumento en el
nivel de ARNm de la insulina en el dia 21 postnatal, la alta concentraciéon de
insulina en suero en esta edad sugiere que el incremento es causado por un
desarrollo temprano de resistencia a la insulina. Estudios previos han mostrado
que la concentracion de insulina esta elevada en las crias RC adultas y que éstas
desarrollan resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa cuando reciben
dietas hipercaléricas (Bieswal F y cols., 2006; Zambrano E y cols., 2006). No
obstante, la insulina podria seguir actuando como factor anabdlico al final de la
lactancia.

El crecimiento del pancreas fue semejante al del grupo control (CC),
mientras que todos los parametros morfolégicos evaluados fueron menores en
las crias RC con respecto al grupo control CC, pero mayores a los del grupo RR.
Aunque la normalizaciéon postnatal de la nutricion recuper6é parcialmente las
alteraciones estructurales de las células B (con respecto al grupo RR), estas

persisten después del nacimiento en las crias RC. Esto indica que la
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programacion de la estructura de las células B ocurre principalmente durante la

vida intrauterina.

En contraste, las crias con un desarrollo intrauterino adecuado (dieta
control) y restricciébn proteica postnatal (grupo CR) tuvieron un crecimiento
limitado (bajo peso corporal) en la lactancia y una menor concentracion de
insulina en suero en el dia 21 postnatal. La disminucién de la concentraciéon de
insulina sugiere una o ambas situaciones: (1) en concordancia con el papel de la
insulina como factor anabdlico en la etapa postnatal temprana, la disminucion
de su concentracion puede ocasionar una menor sintesis de proteinas que
resulta en un crecimiento corporal reducido; (2) la baja concentracion de
insulina refleja una secrecién disminuida de la insulina y una mayor sensibilidad
de los tejidos blanco a la hormona en estas crias. Estas alteraciones se han
observado en las crias adultas con restriccion proteica materna en la lactancia
(Gravena C vy cols., 2007; Moura AS y cols., 1997).

El peso del pancreas y la masa de células B disminuyeron al final de la
lactancia en las crias CR en el dia 21 postnatal. La disminucién de la masa de
células B so6lo podria atribuirse a la disminucion del peso del pancreas y no ser
el resultado de alteraciones estructurales de las células B. Esto es debido a que
no se observaron cambios morfolégicos en la fracciéon, nimero y tamafo de
agregados que contribuyeran a la reduccién de la masa de células B y a que su
proliferacién soélo disminuyé 10% en el dia postnatal 7 con respecto al grupo
CC. Se ha reportado que las crias adultas con restriccion proteica en la lactancia
tienen una concentracion elevada de las hormonas triyodotironina (T3) y tiroxina
(T4) en suero (Lisboa PC y cols., 2008). Algunos estudios en lineas celulares han
mostrado que T3, la hormona metabdlicamente activa, promueve la
proliferacion de las células B (Furuya F y cols., 2010). En este sentido, es
probable que la concentracién de T3 también esté incrementada en las crias CR
durante la lactancia y que esta hormona estimule la proliferacion de las células
B, resultando en un porcentaje semejante al del grupo CC hacia el final de este
periodo. Por el contrario, en los grupos RR y RC, la fraccion, nUmero y tamafo
de agregados de células B estan disminuidos y, en consecuencia, su masa es

menor en comparacion con las crias CC. Esta reduccién se observa alos 7y 21
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dias postnatales y se debe, en parte, a la baja proliferacion de estas células en
ambas edades.

Estos resultados sugieren que la restriccion proteica postnatal (CR) afecta
principalmente el crecimiento del pancreas exocrino, disminuyendo en gran
medida el peso del pancreas. En cambio, la restriccibn proteica prenatal,
independientemente de la dieta postnatal (RR y RC), tiene efectos deletorios

sobre el desarrollo de las células B.

Las alteraciones estructurales y la deficiencia de la actividad secretora de
las células B contribuyen al desarrollo de intolerancia a la glucosa y diabetes.
Estos defectos pueden ocurrir como consecuencia de cambios en la expresion

de genes involucrados en la diferenciacion, crecimiento y funcion de las células

B.

De los 13 genes evaluados, la expresion de Hnfla, Hnf4a, Pdxl1, Isll,
Rfx6, Ins 'y Slc2a2 se alter6 en los islotes pancredticos de al menos uno de los
grupos con restriccién proteica materna en una o ambas edades, lo cual sugiere
que su expresion esta regulada por la disminucién de la disponibilidad de
aminoacidos. Estos cambios de expresién también podrian ocurrir en otros

tipos célulares de los islotes.

De acuerdo a la funcion que se conoce de Hnfla, Hnf4a, Pdxl, Isl1, Rfx6
y Slc2a2, el aumento de su expresiéon, causado por la restricciébn proteica
materna, podria afectar en el desarrollo pancredatico y funcién de las células B

como se describe a continuacion.

Los factores de transcripcion Hnfla y Hnfd4a estan implicados en el
desarrollo del pancreas y regulan la secrecion de la insulina, en parte, a través
del control de la transcripcion del transportador de glucosa Sic2a2 (Shih DQ y
cols.,2001; Boj SF y cols., 2001; Stoffel M y Duncan SA,1997). Por lo tanto, es
posible que la restriccién proteica materna afecte la funcion de las células B a

través del aumento en la expresién de Hnfla, Hnf4ay Slc2a2. El incremento de
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la expresion de estos genes podria tener un efecto positivo de adaptacién inicial
a la limitacion de proteinas sobre la funcion de las células B, manteniendo la
secrecion de insulina para preservar la glucemia. No obstante, el aumento de la
expresion de Hnflay Hnf4a podria tener un efecto negativo sobre la estructura
de las células B. Estudios previos han mostrado que el incremento de la
expresion de estos factores transcripcionales disminuye la proliferacion de las
células B e induce su apoptosis, lo cual provoca una reduccién de la masa de
células B (Luco RF y cols.,2006; Erdmann S y cols.,2007).

El factor de transcripcién Pdx]1 es crucial para el desarrollo pancreatico, la
diferenciacion de las células endocrinas y la expresion de la insulina y
neogénesis de las células B en la etapa adulta (Holland AM y cols., 2005). En un
estudio realizado en una linea de células B se mostré que el incremento de la
expresion de Pdx1 promueve la produccién de la insulina sin afectar su
expresion génica (Wang H y cols., 2001). En este sentido, la restriccion proteica
materna podria favorecer la sintesis de insulina y la diferenciacion de las células
B (y probablemente de otros tipos célulares endocrinos) a través del aumento en

la expresion de Pdxl].

El factor de transcripcién Rfx6 es esencial para la diferenciacion de las
células de los islotes pancreaticos durante el desarrollo intrauterino y regula la
expresion de factores transcripcionales involucrados en la expresién de la
insulina (Soyer J y cols., 2010; Smith SB y cols., 2010). La exposicién a la dieta
materna baja en proteinas en la gestacion y lactancia también podria inducir la
neogénesis de las células B y la sintesis de insulina mediante el aumento en la

expresion de Rfx6.

El factor transcripcional Is/T promueve la transcripcién de la insulina y la
diferenciacién, proliferacion y mantenimiento de la masa de células endocrinas
durante el desarrollo intrauterino y postnatal temprano (Du A y cols., 2009). El
incremento de su expresion, inducido por la restricciobn proteica materna,
podria inducir la producciéon de insulina y la formacién y maduraciéon de las

células endocrinas, incluyendo las de las células PB.
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La restriccion proteica materna prenatal y postnatal (RR) provocd un
aumento en la expresion de Hnfla, Hnf4a, Pdxl, Isll, Rfx6 y Slc2a2, el cual
ocurri6 o se mantuvo hacia el final de la lactancia. La restriccion proteica
postnatal (CR) caus6 un incremento en la expresion de Hnfla, Hnfd4a, Rfx6 y
Sic2a2, el cual se observdo en ambas edades, pero no indujo la expresion de
Pdx1 o Isll. En las crias con restriccion proteica prenatal y normalizacion
postnatal de la nutricién (RC), excepto Hnf4a, la expresién de Hnfla, Pdx1, Rfx6
e Ins aumentd en el dia 7 postnatal, aunque fue semejante a la del grupo CC en
el dia 21. Esto sugiere que su expresion esta regulada por la restriccion proteica
y que ocurre una desensibilizacion a la limitacion de proteinas entre la primera
y tercera semana de la lactancia. La restriccidn proteica impuesta en la etapa
prenatal induce su expresion, la cual disminuye al final de la lactancia por la
falta de este estimulo después del nacimiento (cambio a la dieta control).

Las ratas con restriccion proteica materna durante la gestacion y la
lactancia (RR) tiene una secrecion deficiente de insulina estimulada por glucosa
(Heywood WE y cols., 2004), al igual que aquellas con restriccion proteica
materna en la lactancia (CR) (Moura AS y cols., 2007). Esto contribuye al
desarrollo de intolerancia a la glucosa y diabetes que se presenta en estos
grupos en la vida adulta (Gravena C y cols., 2007; Petry CJ y cols., 2001). En
cambio, la normalizacién postnatal de la nutricién en las crias con restriccion
proteica materna prenatal (RC) reestablece la secrecion de insulina estimulada
por glucosa (Arantes VC y cols., 2002), la cual esta disminuida en la vida fetal
(Cherif H y cols.,1998). Esto sugiere que la secreciéon de insulina en las ratas se
programa durante la lactancia. Las células B adquieren una maduracién
funcional (actividad secretora en respuesta a distintas concentraciones de
glucosa) entre los dias 20 y 28 de vida postnatal (Aguayo-Mazzucato C y cols.,
2006). Por lo tanto, la restriccion proteica materna en la lactancia puede afectar
esta maduracién funcional y resultar en una secrecion deficiente de insulina.

Los grupos RR y CR tuvieron un incremento en la expresion de Hnfla,
Hnf4a, Rfx6 y Sic2a2, el cual podria ocurrir como un mecanismo de adaptacion
que mantiene, aunque reducida, la sintesis y secrecion de insulina. En las crias
RC, aunque la expresion de Hnflay Rfx6 aumenta en el dia 7 de lactancia, esta

disminuye en el dia 21; s6lo Hnf4a tiene una expresion elevada a los 21 dias
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postnatales. Ademas, no hay un incremento significativo de la expresion de
Slc2a2. Esto sugiere que la induccion de su expresion no se requiere en la
maduracion funcional de las células B hacia el final de la lactancia, como puede

ocurrir con las crias con restriccion proteica postnatal (RR y CR).

La masa y proliferacion de las células B estan disminuidas en las crias con
restriccion proteica prenatal (RR y RC), alin cuando no se impone la restriccion
proteica en la lactancia (RC). Ambos grupos tuvieron un aumento en la
expresion de Pdxl y Rfx6. Esto sugiere que la restriccion proteica prenatal
programa el desarrollo intrauterino de las células B, promoviendo la
diferenciacion de células progenitoras endocrinas para la formacion de células B
y limitando su proliferacién mediante la induccion de la expresion de estos
factores de transcripcion. Por lo tanto, la restriccibn proteica limita el
crecimiento o expansién de la masa de células B de tal manera que las proteinas
pueden ser usadas para el mantenimiento de las células B existentes.

La expresiéon de Hnfla, Hnf4a aumento en los tres grupos con restriccion
proteica. Estos factores de transcripcion podrian estar involucrados en la
diferenciacion prematura y disminuciéon de la proliferacion de las células B
causadas por la restriccién proteica prenatal (RR y RC). Sin embargo, la
induccién de su expresion podria afectar principalmente la sintesis y secrecion
de insulina, como se mencion6 anteriormente, debido a que la reduccién de la
masa de células B en las crias con restriccion proteica postnatal (CR) no esta
relacionada con una disminucién en la fraccion, nimero o tamafo de agregados
y proliferaciéon de las células B.

El aumento en la expresion de Rfx6 en las crias CR sugiere que, ademas
del efecto que pudiera tener sobre la diferenciacion de las células endocrinas, la
induccién de su expresion puede favorecer la sintesis de insulina en la etapa

postnatal.

En conjunto, los resultados sugieren que el desarrollo de intolerancia a la
glucosa causado por la restriccion proteica prenatal en la descendencia con

normalizacién postnatal de la nutricion (RC) podria deberse a la masa
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disminuida de células B, programada durante la vida intrauterina, y a la
resistencia a la insulina que pudiera presentarse desde la etapa postnatal
temprana. En cambio, la pérdida de tolerancia a la glucosa en la descendencia
con restriccion proteica postnatal puede ser causada por la deficiencia en la
actividad secretora de las células B (como se ha descrito en estudios previos) y
no por alteraciones estructurales de las células B.

La estructura de las células B se programa durante el desarrollo
intrauterino, en parte, mediante la induccion de la expresiéon de Pdx] y Rfx6,
mientras que el aumento en la expresiéon de Hnfla, Hnf4a y Slc2a2, aunque
también de Rfx6, puede influenciar principalmente la funcién de las células B. La
expresion de Is/1 s6lo se induce si la restricciébn proteica materna ocurre en la
gestaciéon y la lactancia (RR). EIl aumento en su expresion podria favorecer la
formacion y maduracién postnatal de las células endocrinas, incluyendo las de

las células B.
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8. Conclusiones

La restriccion proteica materna en la gestacion, independientemente de la
dieta impuesta en la lactancia, reduce la fraccién, tamafio y numero de
agregados de las células B pancreaticas y, en consecuencia, su masa es menor.
Esto se debe, en parte, a la disminucién de la proliferacién de estas células. En
cambio, la restriccion proteica postnatal tiene un efecto menor sobre la
estructura y proliferacién de las células B, por lo que la disminuciéon de su masa
probablemente refleja el peso reducido del pancreas. Por lo tanto, las
alteraciones estructurales de las células B, causadas por la restriccion proteica

materna, se originan principalmente durante la vida intrauterina.

La restriccion proteica materna induce la expresion génica de Hnfla,
Hnf4a, Pdxl, Rfx6, Isll, Ins y Glut2 en los islotes pancreaticos de la
descendencia. El incremento en la expresion de Pdxl, Isll, Ins y Slc2a2 es
especifico del periodo de exposicion a la dieta baja en proteinas (gestacion y/o
lactancia), lo cual puede afectar de manera distinta la estructura y funcion de las
células B. El aumento en la expresién de estos genes puede representar un
mecanismo de adaptacion inicial que mantiene la sintesis y secrecién de
insulina y que promueve la diferenciacion de las células endocrinas, a expensas
de su proliferacién. Esto asegura la maduracién del pancreas endocrino y la
homeostasis de la glucosa, aunque resulta en una masa reducida de células B,
lo cual puede contribuir a la deficiencia en la secrecién de insulina y el

subsecuente desarrollo de diabetes en la vida adulta.

Este estudio provee algunos mecanismos potenciales de la programacion
del desarrollo de las células B que podran ser atiles la investigacién futura y
destaca la importancia de las intervenciones nutricionales durante el embarazo
y la lactancia para prevenir alteraciones estructurales y funcionales en las

células B pancreaticas.
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9. Perspectivas

Este trabajo permitié establecer el efecto de la restriccion proteica
materna prenatal o postnatal sobre las alteraciones estructurales de las células
B y la identificacion de varios genes cuya expresion se incrementa en los islotes
pancreaticos debido a la limitacion de proteinas en la dieta materna.

Sin embargo, se requieren mas estudios para evaluar el efecto de la
expresion elevada de Hnfla, Hnfda, Pdx1, Isl1, Rfx6y Slc2a2 sobre la estructura
y funcion de las células B en esta etapa y en la vida adulta.

La expresion de otros genes implicados en el desarrollo pancreatico
también podria estar afectada, por lo que se deben hacer evaluaciones de

expresion de multiples genes mediante el uso de microarreglos.
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Rodriguez-Tregjo A, Ortiz-Lopez MG, Zambrano E, Granados-
Silvestre MA, Méndez C, Blondeau B, Bréant B, Nathanielsz
PW, Menjivar M. Developmental programming of neonatal pan-
creatic B-cells by a maternal low-protein diet in rats involves a
switch from proliferation to differentiation. Am J Physiol Endo-
crinol Metab 302: E1431-E1439, 2012. First published March 20,
2012; doi:10.1152/ajpendo.00619.2011.—Maternal |ow-protein di-
ets (LP) impair pancreatic B-cell development, resulting in later-life
failure and susceptibility to type 2 diabetes (T2D). We hypothesized
that intrauterine and/or postnatal developmental programming seen in
this situation involve altered 3-cell structure and relative time course
of expression of genes critical to B-cell differentiation and growth.
Pregnant Wistar rats were fed either control (C) 20% or restricted (R)
6% protein diets during pregnancy (1st letter) and/or lactation (2nd
letter) in four groups: CC, RR, RC, and CR. At postnatal days 7 and
21, we measured male offspring B-cell fraction, mass, proliferation,
aggregate number, and size as well as MRNA level for 13 key genes
regulating B-cell development and function in isolated islets. Com-
pared with CC, pre- and postnatal LP (RR) decreased 3-cell fraction,
mass, proliferation, aggregate size, and number and increased Hnfla,
Hnfda, Pdxl, Isll, Rfx6, and Sc2a2 mRNA levels. LP only in
pregnancy (RC) also decreased B-cell fraction, mass, proliferation,
aggregate size, and number and increased Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6,
and Ins MRNA levels. Postnatal LP offspring (CR) showed decreased
B-cell mass but increased B-cell fraction, aggregate number, and
Hnfla, Hnfda, Rfx6, and 9c2a2 mRNA levels. We conclude that LP
in pregnancy sets the tragjectory of postnatal 3-cell growth and differ-
entiation, whereas LP in lactation has smaller effects. We propose that
LP promotes differentiation through upregulation of transcription
factors that stimulate differentiation at the expense of proliferation.
This results in a decreased B-cell reserve, which can contribute to
later-life predisposition to T2D.

postnatal B-cell growth; nutrition; transcription factors

IMPAIRED INSULIN SYNTHESIS AND SECRETION in type 2 diabetes
(T2D) results from B-cell dysfunction and/or reduced B-cell
mass (22, 28). Environmental challenges during intrauterine
and early postnatal life affect development and can result in
persistent, altered, programmed B-cell structure and function.
As aresult, offspring are predisposed to later-life dysfunction
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of glucose and insulin metabolism and a greater T2D risk (26,
49). Compelling data for developmental programming come
from human epidemiological (49) and controlled animal stud-
ies using challenges such as exposure to low globa maternal
nutrition (13), maternal protein restriction (37), and fetal ex-
posure to glucocorticoid levels higher than appropriate for the
current stage of differentiation and development (4).

Growth-restricted offspring of rat mothers fed isocaloric
low-protein diets (LP) through gestation and lactation show
impaired glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) (7, 19),
reduced B-cell mass (10, 35, 41), and age-dependent develop-
ment of glucose intolerance, insulin resistance, and diabetes
(18, 33, 36). Maternal LP limited to gestation or lactation also
induces alterations in growth, B-cell function, and glucose
homeostasis, although effects on B-cell structure are less well
defined. If prenatal LP is followed by adequate postnatal
nutrition after birth, growth recuperates and overall GSIS is
restored during early life (2, 19, 50), although as adults off-
spring become glucose intolerant and insulin resistant when
challenged with ahypercaloric diet (3). In contrast, offspring of
mothers fed a LP only in lactation show growth restriction
(50), GSIS impairment, and glucose intolerance in young adult
life (16, 30, 31). These observations indicate that both the
prenatal and early postnatal periods are separate critical win-
dows of susceptibility for programming glucose and insulin
metabolism by dietary interventions and that distinct outcomes
in insulin secretion may be due to aterations in different
developmental stage-specific mechanisms of B-cell function
and mass.

B-Cell programming resulting from maternal LP is likely to
reflect altered expression of a cassette of key genes controlling
various stages of pancreatic development and function of
mature B-cells, such as forkhead box A2 (Foxa2) (12), hepa-
tocyte nuclear factor (HNF)1 homeobox B (Hnf1b) (47), HNF1
homeobox A (Hnfla) (27), HNF4a (Hnfda) (11, 44), pancre-
atic and duodenal homeobox 1 (Pdx1) (48), regulatory factor
X6 (Rfx6) (43), neurogenic differentiation 1 (Neurodl) (17),
ISL LIM homeobox 1 (Isl1) (9), NK6 homeobox 1 (Nkx6-1)
(38), and paired box 4 (Pax4) (42), that encode transcription
factors. During development, these genes play central rolesin
endodermal specification of derived pancreatic cells (Foxa2,
Hnflb, Hnfla, and Hnf4a), pancreas formation, and endocrine
cell differentiation (Pdx1, Rfx6, and Neurodl) as well as in
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endocrine lineage divergence and growth (Isll, Pax4, and
Nkx6-1). Their role and position in the hierarchy of transcrip-
tion factor expression in the developing pancreas has been
revealed by studies of gene-specific inactivation in mice. Ab-
lation of these genes has demonstrated that they are also
implicated in regulating B-cell mass, insulin production, and
secretion. Furthermore, gene sequence variations of these tran-
scription factors can cause diabetes in humans (6, 21, 40).
Therefore, it is plausible that alterations in their expression
contribute to developmental 3-cell programming by LP given
that they are crucial for adequate development and function of
B-cells.

One general hypothesis relating to developmental program-
ming is that adverse conditions during development promote
progenitor cell differentiation at the expense of proliferation,
resulting in organ maturation and survival but reduced organ
growth. As a result the organ, although mature, may have
reduced functional capacity. B-Cells undergo major structural
(growth of B-cell mass) and functional changes during early
postnatal life (1, 8, 15, 23, 29). Interestingly, recent evidence
suggests that the marked neonatal B-cell mass increase is
achieved by both proliferation of preexisting 3-cells and dif-
ferentiation or neogenesis from progenitor cells (32). These
precursor cells may be located within the islets since it has
been suggested that 3-cells do not arise from ductal or acinar
cells after birth (24). We hypothesized that timing of maternal
protein restriction (gestation and/or lactation) results in specific
and developmental stage-dependent postnatal alterations in
expression of genes important for B-cell function, such as Ins
(insulin), Slc2a2 [solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 2; Glut2], and Kcnjll (potassium in-
wardly reflecting channel, subfamily J, member 11; Kir6.2),
and in structural features of p-cells. If this is the case, it would
influence separate parameters, i.e., the secretory capacity of
individual B-cells and/or the functional capacity of all the
B-cells. Structural alterations of 3-cells may be a consequence
of maternal LP affecting timing of gene expression of these
transcription factors that play a central role in regulating B-cell
differentiation and proliferation. Such changes may promote
differentiation but also affect B-cell secretory capacity because
they are also implicated in both insulin synthesis and secretion.
Therefore, we assessed effects of prenatal and/or postnatal
exposure to a maternal LP on B-cell structure and proliferation
as well as on islet gene expression of Foxa2, Hnflb, Hnfla,
Hnfda, Pdx1, Rfx6, Neurodl, Isl1, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2,
and Kcnj11 in male offspring during lactation.

MATERIALS AND METHODS

Animals. All procedures followed Mexican regulations for the use
and care of laboratory animals (NOM-062-Z0O0-1999) and were
approved by the Animal Ethics Committee, Faculty of Chemistry,
Universidad Nacional Auténoma de México. Male and nulliparous
female Wistar rats (Harlan Laboratories, Mexico City, Mexico) were
housed at 22-24°C on a 12:12-h light-dark cycle with free access to
laboratory chow and water. Females weighing 225-250 g (90-110
days of age) were mated. The day on which pregnancy was confirmed
by sperm in vaginal smears was considered as gestation day 1.
Mothers were housed individually and fed ad libitum either a control
diet (“C” diet; 20% protein, Harlan TD.91352; Harlan, Madison, WI)
or isocaloric LP (“R” diet; 6% protein, Harlan TD.90016) throughout
gestation and/or lactation to establish four experimental groups [1st
letter, pregnancy diet (imposed on gestation day 1); 2nd letter,

PROTEIN RESTRICTION ACCELERATES B-CELL DEVELOPMENT

lactation diet (imposed on the day of delivery)]: CC, control (12
mothers); RR, pre- and postnatal LP (11 mothers); RC, prenatal
LP/postnatal control diet (11 mothers); and CR, postnatal LP (10
mothers). Maternal body weight and food intake were measured three
times weekly at 7 AM from gestational day 1 until lactation day 21.
The day after delivery, litter size was adjusted to 10 pups/litter (5
males and 5 females when possible) and male offspring body weight
recorded. Separate litters were studied at postnatal day (PND) 7 and
PND 21. Three male pups per litter (5-6 litters/group at PND 7 and
5-6 litters/group at PND 21) were randomly selected, removed from
their mothers, weighed, fasted for 4 h, and anesthetized with pento-
barbital sodium (25 wg/g ip) for blood collection by cardiac puncture
and pancreatic dissection (1 male pup/litter) or islet isolation (2 male
pups/litter).

Serum glucose and insulin. Glucose was measured by the glucose
oxidase method (Randox Laboratories, County Antrim, UK) and
insulin by rat insulin ELISA kit (Mercodia, Uppsala, Sweden). Intra-
assay coefficients of variation were <2 and <4%.

Immunohistochemistry and immunofluorescence. Pancreata were
removed, weighed, and dissected. The pancreatic tail was fixed (4%
paraformaldehyde-PBS) and paraffin embedded, sectioned completely
(5 wm), and mounted. Insulin immunohistochemical staining was
performed to assess B-cell structure (13). Eight sections (240 pwm
apart) per pancreas were incubated with blocking buffer (3% BSA-
0.1% Tween 20 in Tris-buffered saline) for 30 min, followed by
guinea pig anti-insulin antibody (Dako, Carpinteria, CA) for 1 h and
incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-guinea pig
IgG antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA) for 1 h. Immunoreactivity was visualized with diaminobenzidine
(Dako), and sections were counterstained with hematoxylin. To de-
termine B-cell proliferation, double immunofluorescence staining for
Ki-67 and insulin was carried out on three to six sections (240 pm
apart) per pancreas. Sections were microwaved for 3 min in 20 mmol/I
citrate buffer for antigen retrieval, permeabilized with 0.3% Triton
X-100 in Tris-buffered saline for 20 min, and incubated with blocking
buffer for 30 min. After overnight incubation at 4°C with guinea pig
anti-insulin (Dako) and mouse anti-Ki-67 (BD Pharmingen, San
Diego, CA) antibodies, detection was performed using FITC-labeled
anti-guinea pig 1gG and Texas Red-labeled anti-mouse IgG secondary
antibodies (Jackson ImmunoResearch Laboratories).

B-Cell morphometric and proliferation analyses. Area of insulin-
positive cells and pancreatic tissue surface was quantified by comput-
er-assisted measurements with a Leica DMRB microscope provided
with a camera coupled to a Quantimet 500 MC computer (screen
magnification X24) using Leica Qwin software (Wetzlar, Germany)
(13). B-Cell fraction (%B-cells in the pancreas) was calculated as the
ratio of insulin-positive area to total pancreatic tissue area on the
entire section. B-Cell mass was obtained by multiplying B-cell frac-
tion by the corresponding pancreatic weight and -cell mass/body
weight determined. Aggregates composed of more than three immu-
noreactive insulin cells (diameter >25 wm) were counted and ex-
pressed as number of B-cell aggregates per area of pancreatic tissue
(cm?). The mean area of B-cell aggregates was also measured. The
rate of proliferating B-cells was calculated as the ratio of =50 cells
colocalizing for insulin and Ki-67 to the total number of insulin-
positive cells visualized with a Reichert Polyvar microscope (Vienna,
Austria).

Islet isolation. Islets were isolated by collagenase digestion (25).
The pancreas was perfused via its duct with 1 mg/ml collagenase XI
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in HBSS (Gibco-Invitrogen, Grand
Island, NYY). Pancreatic digestion was carried out at 37°C for 20 min,
after which cold HBSS was added. The suspension was centrifuged at
290 g for 30 s at 4°C, washed twice with HBSS, resuspended in
HBSS-10% FBS (Gibco-Invitrogen), and poured onto a 70-um cell
strainer (BD Falcon; BD Biosciences, San Diego, CA). Islets were
rinsed, hand-picked, and washed twice with PBS.
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Gene expression analysis. RNA was extracted from freshly isolated
islets using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA),
following the manufacturer’s instructions. RNA was quantified using
a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE),
and cDNA was synthesized by reverse transcription of RNA with the
SuperScript I1 kit (Invitrogen), using random hexamers. Relative gene
expression of Foxa2, Hnflb, Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Rfx6, Neurodl,
Isl1, Pax4, Nkx6-1, Ins, Slc2a2, and Kcnjll was assessed by quan-
titative PCR with a Light Cycler 2.0 thermal cycler (Roche Applied
Science, Hague Road, IN), using the Light Cycler Tagman Master kit,
probes from the Universal ProbeLibrary, and specific primers (Table 1)
generated with the ProbeFinder design assay software (http://mwww.roche-
applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000). Data of each
gene were normalized to the housekeeping gene Hprtl (hipoxantine
phosphoribosyltransferase 1).

Statistical analysis. Only male offspring were studied. Data are
expressed as means = SE; n refers to the number of either mothers or
litters for each measurement. Body weights at conception and mater-
nal food intake were analyzed using Student’s t-test. Maternal body
weight at the end of gestation adjusted to litter size was assessed by
a univariate analysis of variance and litter size and offspring PND 1
body weight with a Mann-Whitney test. One-way ANOVA, followed
by Games-Howell post hoc testing, was performed to analyze body
weight and food intake of mothers in lactation and all offspring data
on PNDs 7 and 21. Two-way ANOVA test was used to assess gene
expression. Statistical analyses were carried out with SPSS 15.0
software (SPSS, Chicago, IL), and P values <0.05 were considered
statistically significant.

RESULTS

Effect of LP on maternal body weight, daily food intake, and
litter size. Mothers fed control (C) and LP (R) diets throughout
pregnancy had similar body weights at conception (Table 2).
However, body weight gain was reduced by 7% in R mothers
by the end of gestation, although average daily food intake and
litter size were unchanged. Maintaining LP in lactation up to
PND 21 led to a 15-20% body weight reduction in RR mothers
compared with controls (CC). Although food intake rate was
similar between groups at PND 7, it was decreased by 43% at
PND 21 in RR mothers. Dietary change after delivery (RC and
CR) did not affect body weight or food intake in the 1st wk of
lactation. However, normalizing nutrition (RC) increased ma-
ternal body weight by ~20% at PNDs 7 and 21 and food intake

Table 1. Primer sequences used for quantitative PCR
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by 72% at PND21 compared with continued dietary LP (RR).
LP in lactation reduced body weight and food intake by 20 and
40%, respectively, in CR mothers compared with CC and RC
mothers at PND 21.

Effect of maternal LP on male offspring body and pancreatic
weight. On PND 1, male R offspring body weight was de-
creased by 15% (Table 2). Continued exposure to LP limited
the growth of RR pups, which were 46% smaller on PND 7 and
nearly one-third the weight of CC pups by PND 21. In contrast,
dietary normalization of RC mothers with the C diet in lacta-
tion led to similar body weight gain to CC and greater gain than
RR offspring at PNDs 7 and 21. Maternal LP after birth
reduced growth in CR pups; body weight decreased by 30%
compared with CC at PND 7 and by 50% at PND 21.

Pancreatic weight (Table 2) of RR pups was 50% of CC or
RC on PND 7, increasing only slightly by PND 21. Postnatal
LP did not decrease pancreatic weight in CR pups at PND 7,
although in CR and RR pups the pancreas weighed ~40% of
the weight in CC and RC by PND 21. All groups had an
equivalent pancreatic tissue mass per unit of body weight at
PND 7 and PND 21.

Effects of maternal LP on offspring serum glucose and
insulin concentration. Serum glucose concentration at both
postnatal ages and insulin on PND 7 did not differ by treatment
(Table 2). However, on PND 21, insulin levels of RC pups
were 65 and 37% higher than in CC and RR, respectively,
indicating potentially early development of insulin resistance
in RC pups. In CR offspring, serum insulin was 45% lower
than CC and RR and 2.7-fold lower than RC in the presence of
normal glucose, suggesting early increased insulin sensitivity
and/or impaired insulin secretion.

Effects of maternal LP on B-cell structure and proliferation
compared with the control diet. In CC offspring (Fig. 1), B-cell
mass increased from PNDs 7 to 21, whereas other morpholog-
ical measurements decreased, except for B-cell aggregate size,
which remained unchanged. For each LP group, data were
normalized to CC for comparison with CC at PND 7 or 21 as
well as the other two LP groups (Fig. 1, upper middle, lower
middle, and bottom). In RR offspring (Fig. 1) compared with
CC, B-cell fraction decreased by 45 and 25% at PND 7 and
PND 21, respectively, whereas B-cell mass was reduced by

Gene Forward Sequence Reverse Sequence Product Size, bp Probe No.
Foxa2 CCAGACAACGCGAGTCCT ACGGCTCCCAGCATACTTT 109 95
Hnflb AGAGCCCAGGCAGTCACA GGGGGCTCCTGCTTATGT 94 107
Hnfla AGGCAGAGGTCCTGTCTCAG CCCATTCGACCAGAACCA 135 68
Hnf4a TCAGCACCAGTCCCACAGT ATGACACCGTGGTTGGATG 100 83
Pdx1 TAAGGCCTGGCTTGTAGCTC GGGTCCTTGTAGAGCTGTGTG 110 68
Rfx6 GGGAGCTTCAATTTCCTCAGT TGTGCCTCTGGGTAGTTTATATTG 113 68
Neurodl ACGCAGAAGGCAAGGTGT TTTGGTCATGTTTCCACTTCC 91 1
Isl1 AGCAACCCAACGACAAAACT CCATCATGTCTCTCCGGACT 79 83
Pax4 CAAGGCTCCCAGTGTATCCT GAAGAGCTGGAGCCAAAACA 110 130
Nkx6-1 GAGAAGACTTTCGAACAAACGAA CGATTCTGGAACCAGACCTT 107 126
Ins GACCTTGGCACTGGAGGTT CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG 83 29
Slc2a2 TTTCTGTGCCGTCTTCATGT CCGTCATGCTCACATAACTCA 77 95
Kenj11 TCGTAGGGCTAATGATCAACG TGCTGAAGATGAGGGTTTCTG 93 107
Hprtl GGTCCATTCCTATGACTGTAGATTTT CAATCAAGACGTTCTTTCCAGTT 126 22

Foxa2, forkhead box A2; Hnflb, hepatocyte nuclear factor (HNF)1 homeobox B; Hnfla, HNF1 homeobox A; Hnf4a, hepatocyte nuclear factor 4a Pdx1,
pancreatic and duodenal homeobox 1; Rfx6, regulatory factor X6; Neurodl, neurogenic differentiation 1; Isl1, ISL LIM homeobox 1; Pax4, paired box 4; Nkx6-1,
NK6 homeobox 1; Ins, insulin; Slc2a2, solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2; Kcnjll, potassium inwardly rectifying channel,
subfamily J, member 11; Hprtl, hipoxantine phosphoribosyltransferase 1; bp, base pairs.
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Table 2. Body weight and food intake of mothers, litter size, and body and pancreas weight, serum glucose, and insulin

concentrations of the offspring

Day c R cc RR RC CR
Mothers
Gestation
Body weight, g Gl 246.8 =25 248.6 = 2.3
G21 336.8 £ 4.1 313.2 £ 2.4*
Food intake, g/day 18.0 = 0.3 18.8 = 0.4
Litter size, pups/litter 118*+0.2 116 =03
Lactation
Body weight, g L7 268.5 + 5.0 2285 + 7.2* 266.7 £ 7.21 261.4 = 5.01
L21 259.1 + 8.8 210.5 + 4.8* 261.3 £ 5.2 203.5 £ 7.0t
Food intake, g/day L7 234 *10 181+ 1.9 258+ 2.4 233+13
L21 446 = 1.7 25.3 £ 0.6* 435 * 1.6t 25.3 £ 1.0
Offspring
Body weight, g P1 6.0+0.1 51+ 0.1*
p7 13.7+£05 7.4 *05* 13.1 = 0.8t 9.7 = 1.0*
p21 382=*24 13.2 = 0.5* 37.1 £ 1.8t 17.6 + 1.8*%
Pancreas weight, mg P7 340 =48 16.8 £ 5.7* 27316 224 =33
p21 1034 = 7.7 40.8 + 3.7* 122.4 + 8.6t 39.5 + 3.2*%%
Pancreas weight/body weight, mg/g P7 24 +03 23*06 2301 2604
p21 29+03 3.0x0.2 3.7+02 29+0.3
Glucose, mmol/I P7 6.0 = 0.5 53*x05 6.2 0.8 48 =05
p21 71+09 71+13 7805 74x14
Insulin, pmol/I p7 38.0 =38 333=*31 39.7 3.6 39.9 55
p21 2345+ 24.0 283.5 = 28.8 387.8 £ 32.4*t 143.2 + 11.6*t%

Data are expressed as means = SE; n = 22/group. C, control group; R, low-protein diet group in gestation period; CC, control group; RR, prenatal and postnatal
low-protein diet group; RC, prenatal low-protein diet/postnatal control diet group; CR, postnatal low-protein diet group in lactation period; G1, gestation day
1; G21, gestation day 21; P1, postnatal day 1; L7, lactation day 7; L21, lactation day 21; P7, postnatal day 7; P21, postnatal day 21. L7/P7 CC, n = 6; P7 RR,
RC, and CR, n = 5; L21/P21 CC, RR, and RC, n = 6; P21 CR, n = 5. *P < 0.05 vs. C or CC; tP < 0.05 vs. RR; P < 0.05 vs. RC from the same age.

70% at both ages. The proliferation rate decreased ~50% at
both ages. The mean number of 3-cell aggregates was reduced
at PND 7, and the size of B-cell aggregates decreased by 25%
at both ages. Compared with CC, B-cell fraction and B-cell
mass at both ages were decreased in RC offspring (Fig. 1), and
the proliferation rate was reduced 50 and 30% at PND 7 and
PND 21, respectively. The number of B-cell aggregates was
reduced by 25% in RC offspring at both ages, whereas B-cell
aggregate size was reduced only at PND21. Interestingly,
B-cell mass, B-cell proliferation at both ages, and B-cell frac-
tion and B-cell aggregate size at PND 7 were increased com-
pared with RR offspring, showing the effect of restoring the
normal maternal diet (Fig. 1, lower middle). In CR offspring
compared with CC (Fig. 1), B-cell mass decreased 45% at PND
21 and B-cell proliferation 10% at PND 7. When normalized
for body weight, B-cell mass per unit did not differ between
groups (data not shown).

Effect of maternal LP on male offspring expression of
transcription factor and B-cell genes. There were no dietary
group or age-related changes in six genes: Hnflb, Foxa2,
Nkx6-1, Neurodl, Pax4, and Kcnjll. Therefore, we report
changes in seven genes: Hnfla, Hnfda, Pdx1, Isl1, Rfx6, Ins,
and Slc2a2 (Fig. 2). In the CC group, in the first six of these
there was a consistent pattern of decreased expression between
PNDs 7 and 21. Slc2a2 mRNA was unchanged (Fig. 2, top).
For the three experimental groups, mRNA expression calcu-
lated relative to CC at the same age is shown in Fig. 2, upper
middle, lower middle, and bottom. Compared with CC, all
significant changes with age in the three experimental groups
were in the direction of increased expression (Fig. 2, upper
middle, lower middle, and bottom). At PND 7 compared with

CC, RR offspring showed increased mRNA for three genes:
Hnfla, Hnfda, and Rfx6. At PND 21 the same three genes
remained elevated as well as Pdx1, Isl1, and Slc2a2 (Fig. 2,
upper middle).

A comparison of CC and RC (indicating R effects in preg-
nancy) showed increased Hnfla, Pdx1, Rfx6, and Ins at PND 7,
but only Hnfda was elevated at PND 21. Effects of R in
lactation are shown by comparing CC and CR. Hnfla, Hnf4a,
Rfx6, and Slc2a2 were increased at PND 7 and PND 21.

DISCUSSION

Compelling evidence from controlled animal studies indi-
cates that structural and functional alterations in 3-cells caused
by a suboptimal nutritional environment during early life can
contribute to development of glucose intolerance and increased
susceptibility to later-life T2D (45, 46). However,the underly-
ing mechanisms remain poorly defined. We used the well-
established model of feeding prenatal and early postnatal LP to
pregnant rats, which induces diabetes in the offspring (36), to
determine early postnatal life changes in B-cell growth and
expression of a cassette of genes involved in pancreatic devel-
opment and B-cell function in relation to their potential role in
B-cell programming.

Defective insulin secretion in offspring exposed to prenatal
and early postnatal LP (2, 7, 19) may potentially be due to
altered structure of B-cells. Growth-restricted preweanling and
weanling pups with normal fasting glucose and insulin con-
centrations showed a marked reduction in pancreatic weight,
B-cell fraction, and mass and decreased mean size of p-cell
aggregates. By PND 21, B-cell mass was reduced in all three
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experimental groups but was most impaired when restriction
occurred prenatally and was not completely recovered when
mothers returned to the control diet at birth. Importantly,
pancreatic weight and B-cell mass were proportional to body
weight in all groups. However, B-cell mass may not increase in
later postnatal life in RR pups, as occurs in the model of
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Fig. 1. Consequences of prenatal and/or early post-
natal exposure to a maternal low-protein diet on
morphological parameters. 3-Cell area per unit of
pancreatic tissue surface (B-cell fraction), p-cell
mass, no. of B-cell aggregates per area of pancreatic
tissue, mean size of B-cell aggregates, and prolifer-
ation of B-cells on postnatal day (PND) 7 (open
bars) and PND 21 (filled bars). Control (CC), pre-
and postnatal low-protein diet (RR), prenatal low-
protein diet/postnatal control diet (RC), and postna-
tal low-protein diet (CR) groups are indicated (1st
letter, diet in pregnancy; 2nd letter, diet in lactation)
and show data normalized to control values (de-
noted by dotted line) on PND 7 or PND 21 (5 or 6
litters/group). Data are expressed as means = SE;
#significant differences (P < 0.05) between PND 7
and PND 21. *Significant differences (P < 0.05) vs.
CC values. Different letters denote significant dif-
ferences (P < 0.05) between RR, RC, and CR
groups.

maternal caloric restriction in gestation and lactation (14), and
thus, adult R offspring would have a decreased reserve of
B-cells. The altered pancreatic phenotype demonstrated by LP
offspring predisposes them to later-life T2D (36). Offspring
weaned onto normal protein diets eventually show decreased
insulin responses to glucose, even when normal glucose toler-
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Fig. 2. Effect of exposure to maternal low-protein
diet on pancreatic islet gene expression of Hnfla,
Hnfda, Pdx1, Isl1, Rfx6, Ins, and Slc2a2 in offspring
during lactation. Relative mRNA levels by RT-PCR
on PND 7 (open bars) and PND 21 (filled bars). CC,
RR, RC, and CR groups are indicated (1st letter, diet
in pregnancy; 2nd letter, diet in lactation) and show
data normalized to control values (denoted by dotted
line) on PND 7 or PND 21 (5 or 6 litters/group).
Data are expressed as means = SE. Dotted line
denotes the control value. #Significant differences
(P < 0.05) between PND 7 and PND 21; *signifi-
cant differences (P < 0.05) vs. control (CC) values.
Different letters denote significant differences (P <
0.05) between RR, RC, and CR groups.

ance is maintained early in life due to improved insulin
sensitivity (3, 34). The decrease in B-cell proliferation and
mass will clearly make these pups vulnerable, especially to
obesogenic diets (49).

Matching of the trajectory of differentiation and cellular
proliferation during development is key to achieving optimal
structure and functional capability of all organs, including the
pancreas. Impairment of pancreatic insulin secretion could
result from altered expression of genes implicated in pancreatic
islet growth, cell differentiation, and insulin secretory capacity.

PROTEIN RESTRICTION ACCELERATES B-CELL DEVELOPMENT

Apart from Isl1 at PND 21 and Ins at PND 7, each of the genes
investigated was increased in at least one group of pups at least
at one age.

The various gene changes observed may either be a direct
response to the nutritional challenge or represent compensation
for initial changes. In addition, although the islet is comprised
of greater than 90% of B-cells, these changes may take place
partially or completely in other cell types. Offspring islet
expression of Hnfla, Hnf4a, Pdx1, Isl1, Rfx6, and Slc2a2 was
affected by prenatal and early postnatal exposure to LP, indi-
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cating that their expression is regulated potentially by de-
creased amino acid availability. Gene overexpression of all of
these transcription factors suggests premature differentiation.

Hnfla and Hnf4a are implicated in pancreatic development
and control insulin secretion partly by regulating glucose
transporter Slc2a2 transcription (5, 39, 44). Their overexpres-
sion in RR offspring might occur as a compensatory mecha-
nism to maintain glucose homeostasis during early life since
insulin secretion is impaired (2, 7, 19). However, upregulation
of Hnfla and Hnf4a expression may have detrimental effects
on B-cell structure, because previous studies demonstrate that
Hnfla and Hnf4a overexpression decrease B3-cell proliferation
and induce apoptosis, leading to a reduction in B-cell mass
(11, 27).

Rfx6 regulates pancreatic islet cell differentiation (43) and
expression of genes encoding factors involved in Ins transcrip-
tion (40). Its overexpression in RR offspring might represent a
compensatory mechanism to promote transcription of its target
genes to sustain insulin production. Message for Rfx6 was the
most affected gene, being increased in four of the six age-by-
treatment groups. Since this gene is necessary for specification
of several islet cell types (43), caution must be expressed in
conclusions solely regarding its role in driving 3-cell growth
and differentiation.

Pdx1 is crucial for pancreatic development, endocrine cell
differentiation, and adult Ins expression and B-cell neogenesis
(20). A study in a pancreatic B-cell line showed that its
overexpression promotes insulin production without insulin
gene expression being affected (48). Hence, upregulation of
Pdx1 expression in RR offspring likely represents accelerated
pancreatic maturation that would result in better maintenance
of adequate insulin levels, at least initially. Since LP impairs
B-cell proliferation, it may lead to premature differentiation, by
upregulating Pdx1 expression, to form B-cells at the expense of
proper B-cell expansion. Thus, LP restricts growth of 3-cells,
so protein can be used for the maintenance of existing 3-cells.
Indeed, an increased number of differentiated B-cells and
fewer precursor cells would support our suggestion of accel-
erated differentiation of B-cells that have reduced proliferation
capability. Further studies will be necessary to elucidate this.

Isl1 is required for the differentiation, proliferation, and
maintenance of endocrine cells during intrauterine pancreatic
development and in early postnatal life (9). Accordingly, its
overexpression in RR offspring may influence premature islet
cell formation, including that of B-cells.

It is known that most of the B-cell mass of adult rats forms
after birth and that maturation of insulin secretion occurs in
early postnatal life (1, 8). Therefore, any environmental factor
in this critical window of development could have long-term
consequences on pancreatic function. Offspring exposed to LP
in gestation followed by a normal maternal diet during lacta-
tion (RC) underwent catchup growth and showed increased
serum insulin by weaning, maintaining relatively normal glu-
cose homeostasis since glucose levels were normal. Increased
plasma insulin was accompanied in the RC group by increased
Ins MRNA expression. Increased insulin secretion in the pres-
ence of normal glucose suggests that insulin resistance is
already present in these neonates by PND 21, and later-life
challenges to pancreatic function may well precipitate overt
diabetes. Previous studies with animals experiencing this de-
velopmental history indicate that increased insulin concentra-
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tions are still observed in adulthood and that nutritional chal-
lenges lead to glucose intolerance and insulin resistance (3,
50). All the morphometric markers of B-cell development were
decreased in RR offspring compared with CC controls. Nutri-
tional recovery in RC only partially restored all variables
compared with RR pups, indicating that the underlying mech-
anisms of B-cell morphological alterations probably originate
in fetal life. Hnfla, Hnfda, Pdx1, and Rfx6 expression were
upregulated in RC offspring and might also represent a similar
mechanism to that seen in weanling offspring with prenatal and
postnatal protein restriction. Nevertheless, except for Hnf4a,
their expression was transiently increased on PND 7, suggest-
ing that these mechanisms set in place in utero are no longer
necessary in postnatal life since the offspring recuperates from
the effect of prenatal protein restriction. Ins expression was
also induced at PND 7 in RC, consistent with early develop-
ment of insulin resistance.

In sharp contrast, offspring of mothers fed a normal diet in
pregnancy but LP during lactation (CR) showed growth restric-
tion, decreased insulin concentration (suggesting defective in-
sulin secretion and/or improved insulin sensitivity), and re-
duced B-cell mass. Decreased B-cell mass in CR pups may
reflect only the severe reduction in pancreatic weight rather
than a negative effect on B-cell structure since B-cell fraction
and aggregate number were slightly increased and 3-cell ag-
gregate size was unchanged. Moreover, B-cell proliferation in
CR offspring was decreased on PND 7, but it was similar to
that of CC by PND 21. Conversely, prenatal LP (RR and RC
groups) reduced B-cell fraction, mass, aggregate size, and
number partly as a result of decreased B-cell proliferation.
Increased B-cell apoptosis could also contribute to reduce
B-cell mass in all LP groups. These data suggest that postnatal
LP (CR) affects mainly pancreatic weight, whereas prenatal
LP, regardless of the postnatal diet (RR and RC), has detri-
mental effects on B-cell development. Hnfla, Hnf4a, and
Slc2a2 expression were upregulated in CR offspring. It is also
possible that Hnfla and Hnf4a overexpression reduce {3-cell
mass, although proliferation was not significantly affected.
Rfx6 expression was upregulated as a further potential com-
pensatory mechanism to sustain insulin production.

Taken together, these results suggest that RR and CR pups
showing increased gene expression, perhaps as a compensation
mechanism for GSIS impairment (2, 7, 16, 19, 30, 31) and
decreased B-cell mass, may be predisposed to B-cell exhaus-
tion from later-life attempts to compensate, resulting in glucose
intolerance and predisposition to T2D. Conversely, postnatal
recuperation of nutrition (RC) restores overall GSIS (2, 19),
and because B-cell mass is partially recovered, gene expression
is not altered at weaning, and fasting insulin levels are in-
creased, it is likely that glucose intolerance in adult life results
mainly from the insulin resistance that appears to develop in
early life in the RC offspring.

In conclusion, maternal LP induces gene expression of key
transcription factors and -cell genes, which affect B-cell
structure and function in a manner that is dependent on the
window of nutrient challenge. Some of these changes may be
compensatory mechanisms to maintain survival and glucose
homeostasis in early life. The changes we observed would
result in the earlier appearance of fewer mature islets with a
smaller functional capacity and which, if factors such as
overnutrition and associated adiposity occur later in life to-
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gether or separately, could lead to later-life diabetes. This study
indicates potential mechanisms underlying B-cell program-
ming that are targets for future investigation and highlights the
relative and specific importance of dietary interventions during
pregnancy and lactation to prevent detrimental structural and
functional outcomes in B-cells.
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