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RESUMEN

La obesidad se caracteriza por la acumulacion excesiva de grasa corporal, deriva en
la disfunciéon del tejido adiposo y la resistencia a la insulina, factores determinantes
para el desarrollo de diabetes tipo 2, dafios cardiovasculares, y otras patologias.
Entender como la disfuncién del tejido adiposo (hipertrofia y alteracién en la
produccion de adipocinas) altera la homeostasis metabdlica es esencial para el
desarrollo de terapias efectivas contra la obesidad y sus comorbilidades. Un factor
que puede favorecer la funcion del tejido adiposo y la sensibilidad a la insulina es la
hormona prolactina (PRL). Existen evidencias de que bajos niveles de PRL en suero
correlacionan con mayor prevalencia de obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome
metabdlico en humanos y roedores; sin embargo, se desconoce si estos bajos
niveles de PRL en suero contribuyen al desarrollo de dichas alteraciones
metabolicas. En este trabajo, evaluamos si la PRL promueve la sensibilidad a la
insulina y la funcion del tejido adiposo durante la obesidad, en modelos de ganancia
y pérdida de funcion en roedores obesos, asi como en analisis de correlacion en
humanos. Encontramos que la PRL mejora la sensibilidad a la insulina; ratas con
obesidad inducida por una dieta alta en grasas (DG) mostraron niveles bajos de PRL
en suero, mientras que el tratamiento con PRL mejor6 su sensibilidad a la insulina.
Por el contrario, en ratones carentes del receptor de PRL (rPrl-/-) se agravé la
resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa inducidas por una DG, en
comparacion con los animales silvestres. En concordancia, pacientes con resistencia
a la insulina presentaron bajos niveles de PRL en suero comparados con los
pacientes sensibles a la insulina. Ademas, encontramos que la PRL preserva la
funcionalidad del tejido adiposo; en ratas obesas, el tratamiento con PRL previno la
hipertrofia de los adipocitos e incrementé su hiperplasia, mientras que ratones rPrl-/-
alimentados con DG mostraron mayor hipertrofia de los adipocitos. Asimismo, en
humanos, los niveles de PRL en suero se correlacionaron positivamente con la
expresion de marcadores de funcionalidad del tejido adiposo como PPARG,
adiponectina y GLUT4. Los posibles mecanismos que median los efectos de PRL,
involucran un incremento en la expresion de los factores de transcripcion Pparg y
Xbpls en el tejido adiposo visceral, disminucién de la inflamacion del tejido adiposo
y elevacion de los niveles de adiponectina en suero, factores que favorecen la
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sensibilidad a la insulina. En conclusion, nuestro trabajo demuestra que la PRL es un
promotor novedoso de la funcionalidad del tejido adiposo y la sensibilidad a la
insulina y que el incremento de los niveles de PRL puede tener un potencial

terapéutico contra las alteraciones metabdlicas derivadas de la obesidad.



ABSTRACT

Obesity is characterized by excessive accumulation of body fat, and leads to adipose
tissue dysfunction and insulin resistance, factors that trigger the development of type
2 diabetes, cardiovascular disease, and other pathologies. Understanding how
adipose tissue dysfunction alters metabolic homeostasis is essential to develop
effective therapies against obesity and its comorbidities. The hormone prolactin
(PRL) is one factor that may regulate adipose tissue function and insulin sensitivity.
Recent evidence shows that low serum levels of PRL correlate with prevalence of
obesity, type 2 diabetes and metabolic syndrome in humans and rodents; however,
whether low serum PRL levels contribute to the development of these metabolic
diseases, is unknown. In this work, we evaluated whether PRL promotes insulin
sensitivity and adipose tissue fitness during obesity by gain and loss of function
experiments in rodents and also by correlation analyses in humans. We found that
PRL improves insulin sensitivity; high fat diet (HFD)-induced obese rats showed
reduced serum PRL levels, while PRL treatment improved their insulin sensitivity.
Conversely, PRL receptor knockout mice (Prlr-/-) showed aggravated insulin
resistance and glucose intolerance upon HFD feeding, compared to their wild type
pairs. In agreement, patients with insulin resistance had low serum PRL levels
compared to insulin sensitive subjects. Also, we found that PRL preserves the
functionality of the adipose tissue; in obese rats, PRL treatment prevented adipocyte
hypertrophy and increased their hyperplasia, while Prlr-/- mice fed a HFD showed
higher adipocyte hypertrophy. Moreover, in humans, serum PRL levels correlated
positively with the expression of markers of adipose tissue functionality such as
PPARG, adiponectin and GLUT4. The possible mechanisms that mediate PRL
effects involve increased expression of the transcription factors Pparg and Xbp1ls in
visceral adipose tissue, decreased adipose tissue inflammation and elevated serum
adiponectin levels, factors known to promote adipose tissue fithess and insulin
sensitivity. In conclusion, PRL is a novel promoter of adipose tissue functionality and
insulin sensitivity, and increased PRL levels have therapeutic potential against

metabolic alterations induced by obesity.



PRESENTACION

En la presente tesis evaluamos el papel de la PRL en la funcién del tejido adiposo y
en la sensibilidad a la insulina en condiciones de obesidad. Dado que los niveles de
PRL circulante se reducen en humanos y roedores con distintas alteraciones
metabdlicas, analizamos el efecto de incrementar los niveles de PRL en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas (DG). Ademas, evaluamos el
comportamiento metabdlico de animales carentes de los receptores de PRL
alimentados con una DG (modelo que nos ayud6 a evaluar la ausencia de la
sefalizacion de la PRL). Y finalmente, analizamos posibles correlaciones entre los
niveles de PRL circulante y marcadores de funcionalidad en el suero y en el tejido
adiposo en humanos. La principal conclusion del trabajo es que la PRL promueve el
funcionamiento del tejido adiposo y la sensibilidad a la insulina bajo un insulto de

obesidad.

Se presenta informacién general sobre los temas que nos ayudan a entender el
contexto del trabajo en la seccibn de antecedentes, y posteriormente se
esquematizan los modelos experimentales utilizados durante el proyecto en la
seccion de metodologia. Los resultados derivados de la tesis se presentan en el
Articulo 1: Ruiz-Herrera X, de los Rios EA, Diaz JM, Lerma-Alvarado RM, Martinez
de la Escalera L, Lopez-Barrera F, Lemini M, Arnold E, Martinez de la Escalera G,
Clapp C, Macotela Y. (2017). Prolactin promotes adipose tissue fitness and
insulin sensitivity on obese males. Endocrinology 158 (1): 56-68. Hacia el final de
la tesis se presenta una discusién y conclusion general del proyecto, finalizando con
algunas perspectivas experimentales que se originaron a partir de las conclusiones

del trabajo.

Como anexo se presenta el Articulo 2 en el cual fungi como segundo autor, en el
que se demuestra que ratas alimentadas con una DG presentan bajos niveles de
PRL en suero: Lemini M, Ruiz-Herrera X, Ledesma-Colunga MG, Diaz-Lezama N, de
los Rios EA, Lopez-Barrera F, Méndez |, Martinez de la Escalera G, Macotela Y*,

Clapp C. (2015). Prolactin anterior pituitary expression and circulating levels
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are reduced obese and diabetic rats: role of TGF-B and TNF-a. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol 308: R792-R799. * Autor de correspondencia.
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. ANTECEDENTES

[.1 Obesidad

La obesidad se define como el almacenamiento excesivo de grasa corporal, se
presenta cuando existe una alimentacion alta en calorias y baja actividad fisica
(Balistreri et al., 2010). Esta condicion declarada como enfermedad por la Academia
Americana de Medicina en 2012 ha alcanzado proporciones epidémicas y es uno de
los principales problemas de salud puablica a nivel mundial (Kaila y Raman, 2008).
Actualmente, la obesidad en adultos se diagnostica a partir del indice de Masa
Corporal (IMC) por su bajo costo y simplicidad, definida por el peso en kilogramos
dividido por la estatura en metros cuadrados (kg/m?). Segun la Organizacién Mundial
de la Salud se clasifica a una persona con sobrepeso cuando su IMC es mayor a 25
kg/m? y como obesa, cuando es superior a 30 kg/m?. En los ultimos afios el uso de la
circunferencia de cintura ha cobrado relevancia debido a la evidencia que muestra a
la obesidad abdominal, en lugar de la grasa corporal total, como un predictor de
alteraciones metabdlicas diversas como enfermedades cardiovasculares y diabetes
tipo 2 (Nguyen y El-Serag, 2010).

La obesidad es causada por una interaccion compleja entre factores ambientales,
predisposicion genética y de comportamiento. Entre los factores ambientales se
considera el alto consumo de calorias, el aumento en el consumo de alimentos poco
saludables y con gran contenido de azUcares simples, grasas saturadas, sal,
edulcorantes, conservadores y saborizantes artificiales aunado a la falta de actividad
fisica de los pacientes (Kipke et al., 2007). Respecto a la predisposicion genética,
varios estudios muestran que existe una tasa del 40-70 % de heredabilidad del IMC
(Heymsfield y Wadden, 2017). Se conocen alrededor de 11 tipos de obesidad
monogeénica, originadas por la mutacion de genes como leptina y los receptores de
melanocortina 4 (Andreasen y Andersen, 2009), que actdan principalmente en el
hipotalamo y participan en la regulacién de la homeostasis energética (Pigeyre et al.,
2016), aunque también se ha investigado que los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs) participan en la susceptibilidad genética a la enfermedad (Tiret et al., 2002).
Sin embargo, los SNPs asociados al IMC identificados hasta el momento, en



conjunto explican solamente un 1 % en la variacion en el IMC (McCarthy, 2010;

Nguyen y El-Serag, 2010).

Tabla 1. Medicamentos aprobados por la Administracion de Medicamentos vy

Alimentos para el control a largo plazo del peso corporal (Heymsfield y Wadden, 2017).

MEDICAMENTO MECANISMO DE ACCION

) Inhibidor de lipasa pacredtica y gastrica, resultando en una
Orlistat mala absorcion de grasas y reduciendo la ingesta neta de
energia.

Agonista selectivo del receptor 5HT, ; promueve la saciedad y

reduce la ingesta de alimento.

Lorcaserina 20

Liraglutida Agonista GLP-1, retarda el vaciamiento gastrico para reducir | la
ingesta de alimento.

Agente liberador de norepinefrina (fentermina), modulador del
receptor GABA (fopiramato); disminuye el apetito para disminuir
la ingesta de alimento.

Fentermina-topiramato

Antagonista opioide (nalfrex ona), inhibidor de la reabsorcién de
dopamina y norepinefrina (bupropion);, actia en vias del
Sistema Nervioso Central para reducir la ingesta de alimento

Naltrexona-bupropion

Hasta el momento los tratamientos para la obesidad incluyen cambios en el estilo de
vida, tratamiento psicoldgico, y en casos extremos farmacoterapia y cirugia bariatrica
(Kaila y Raman, 2008). El cambio en el estilo de vida esta disefiado para modificar el
comportamiento alimentario y la actividad fisica que son las primeras opciones para
el control de peso corporal por su bajo costo y su minimo riesgo de generar
complicaciones (Heymsfield y Wadden, 2017). Por su parte, la farmacoterapia esta
indicada como un complemento para una dieta reducida en calorias y un aumento de
actividad fisica. Sin embargo, los medicamentos son considerados para pacientes
que presentan un IMC mayor a 30 kg/m? (Apovian et al., 2015). Existen 5
medicamentos aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) para el control de peso a largo plazo que incluyen 3 drogas

simples y 2 combinadas (Tabla 1) (Heymsfield y Wadden, 2017). La pérdida de peso
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con estos medicamentos varia de un 6-10 % del peso corporal original, sin embargo,
un alto porcentaje de pacientes recupera el peso perdido tras finalizar el tratamiento
y su consumo genera efectos secundarios no deseados (Heymsfield y Wadden,
2017). En los ultimos afios se ha incrementado la practica de la cirugia bariatrica
para el control de peso corporal, debido a que ha aumentado la proporciéon de
pacientes con IMC mayor a 40 kg/m? sin embargo, estos procedimientos
representan un alto riesgo para el paciente (Schauer et al., 2016). Existen varios
tipos de cirugias bariatricas, la banda gastrica ajustable por via laparoscépica es la
menos invasiva y la mas segura, este procedimiento es reversible y no causa
cambios anatomicos en el intestino (Heymsfield y Wadden, 2017). Las cirugias
bariatricas disminuyen el peso corporal en un rango del 15-30 % del peso original y
remiten las alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad como la diabetes
tipo 2 (Heymsfield y Wadden, 2017) aunque en un periodo de 10 afios los pacientes
pueden recuperar un 5-10 % de peso corporal (Courcoulas et al.,, 2015). Las
limitaciones de estas cirugias radican en el alto costo inicial, riesgo de
complicaciones a corto y largo plazo (Puzziferri et al., 2014) y que aproximadamente
del 5-20 % de los pacientes recuperan su peso original (Ikramuddin et al., 2015).

El peligro de acumular un exceso de grasa corporal radica en que este es uno de los
principales factores de riesgo para desarrollar alteraciones metabdlicas entre las que
se encuentran la diabetes tipo 2, hipertension, ateroesclerosis, higado graso,
enfermedad de Alzheimer, cancer, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares y
resistencia a la insulina (Tran y Kahn, 2010). Sin embargo, no todos los individuos
obesos desarrollan alteraciones metabdlicas, existe un fenotipo que fue descrito en
1982 como “obeso metabdlicamente sano” (Samocha-Bonet et al., 2014). Estos
pacientes presentan un exceso de grasa corporal, manteniendo su sensibilidad a la
insulina, desarrollan una expansion saludable del tejido adiposo sin presentar
inflamacion ni problemas cardiovasculares (Primeau et al., 2011). Pese a esto, existe
informacion de que cerca del 30 % de los pacientes metabdlicamente sanos en un
lapso de 5-10 afios desarrollan alteraciones metabdlicas secundarias (Appleton et
al., 2013), debido a una suma de factores como el envejecimiento, la ganancia de
peso adicional y una vida sedentaria (Samocha-Bonet et al., 2014).



La acumulacion excesiva de grasa que se presenta durante la obesidad se almacena
principalmente en el tejido adiposo, el cual se considera como un 6rgano enddcrino
capaz de mantener la homeostasis energética en condiciones fisiologicas pero

también de contribuir con la patogénesis de la obesidad (Wozniak et al., 2009).

.2 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un érgano que realiza funciones esenciales en condiciones
fisiolégicas (Sun et al., 2011); es de origen mesenquimal, y ademas de tener una
funcion especializada en el almacenamiento de grasa corporal, se le conoce como el
regulador maestro de la homeostasis energética sistémica (Scherer, 2006), ya que
almacena y libera 4cidos grasos y secreta hormonas y citocinas, conocidas como
adipocinas (Brandebourg et al., 2007), por lo que actualmente se le reconoce como
un 6rgano enddcrino (Coelho et al., 2013). Aunque el 90% del volumen del tejido
adiposo lo constituyen adipocitos maduros que son las células especializadas en el
almacenamiento de lipidos, existe una gran variedad de tipos celulares que integran
la fraccion estromal-vascular: los preadipocitos que son células unipotenciales
comprometidos al linaje de adipocitos (Ben-Jonathan et al.,, 2008), fibroblastos,
células endoteliales, pericitos, células inmunes (macréfagos, células T, neutréfilos y
linfocitos) y células pluripotenciales que pueden dar origen a distintos tipos celulares
incluyendo a los propios adipocitos maduros (Cook y Cowan, 2008). Ademas de
esto, el tejido adiposo es capaz de modular funciones de diversos Organos
metabolicos como el cerebro, higado, pancreas y musculo, y de regular el balance

de energia y la sensibilidad a la insulina (Ahima, 2006).

En mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo, el café (TAC-tejido adiposo café) y
el blanco (TAB-tejido adiposo blanco), los cuales no soélo tienen diferentes funciones,
sino que cuentan con una localizacion y composicion celular diferente (Figura 1). El
TAC metaboliza los acidos grasos y libera energia en forma de calor, a través de la
actividad de la proteina desacoplante 1 (UCP-1) (Whittle et al., 2011), sus
caracteristicas principales son un alto contenido de mitocondrias y bajo
almacenamiento de lipidos (Whittle et al., 2011). Mientras que el TAB regula la
homeostasis de la energia a través de almacenar triglicéridos en condiciones de
posprandio, liberar acidos grasos durante episodios de ayuno, secretar multiples
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moléculas que afectan la ingesta de alimento, el balance energético, la sensibilidad a
la insulina, y el metabolismo de lipidos y glucosa. Los adipocitos del tejido adiposo
blanco se caracterizan por contener una sola gota lipidica que ocupa el 95% de su
volumen, y el tamafio de las células oscila entre 20-200 micrometros (Lee et al.,
2013).

* UCP1 positivo * UCP1 positivo * UCP1 negativo

* Alta densidad * Mediana densidad * Baja densidad
mitocondrial mitocondrial mitocondrial

( ) *Numerosas y * Pocas a muchas * Una gota
pequefias gotas gotas lipidicas lipidica
lipidicas
Adipocito café Adipocito beige Adipocito blanco
# Mitocondria @ Nicleo

(30°¢)
TR AL
oaacdedt:

N7

(22°C)
A

TAC

TAB
Subcutaneo

g :
) } IR A { »
@ 5 1 = IS4G
= o R [ o
= iy ’ q
P L N : 2

Figura 1. Anatomia del tejido adiposo y su plasticidad en respuesta a temperatura. Se
muestran las diferencias morfolégicas y funcionales entre los adipocitos cafés, beige y
blancos. Asi como el remodelamiento del tejido adiposo café (TAC) y tejido adiposo blanco
(TAB) subcutaneo sensible a temperatura en ratones macho de 13 semanas de edad,
tincion H&E (Sanchez-Gurmaches et al., 2016).

En roedores, existen otros tipo de adipocitos llamados beige, inducidos por una
exposicion prolongada al frio o con agonistas adrenérgicos (Rosen y Spiegelman,
2014). Estas células expresan un patron génico similar a los adipocitos cafés, pero
estan localizados dentro del TAB subcutaneo (Figura 1). Por su parte los adipocitos

blancos y los beige derivan de precursores celulares Pax7-/Myf5- (Figura 2), mientras



que los adipocitos cafés derivan de los mismos precursores que las células del

musculo esquelético Pax7*/Myf5* (Rosen y Spiegelman, 2014).

Precursor {;’?} Precursor
» Pax7*/Myf5* Pax7-/MyfS
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café blanco beige

C T
ORC S
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café blanco beige activo beige inactivo

Figura 2. Células precursoras de los adipocitos cafés, beige y blancos. Las células del
tejido adiposo café se derivan del mismo precursor que los miocitos, mientras que los

adipocitos beige y blancos comparten el mismo progenitor (Rosen y Spiegelman, 2014).

[.2.1 Tejido adiposo blanco
El TAB se clasifica dependiendo de su localizacién en visceral y subcutaneo. Es
importante destacar que el aumento de TAB visceral, incrementa el riesgo de
desarrollar enfermedades metabdlicas, mientras que el aumento del subcutdneo no
ejerce tal riesgo (Ahima, 2006). Los depositos de grasa subcutanea son los que se
encuentran debajo de la piel de glateos, abdomen y muslos. La grasa visceral son
los depdsitos de grasa mesentérica, omental y perirrenal (Cook y Cowan, 2008); la
grasa visceral que se encuentra dentro de la cavidad abdominal que rodea a los
organos internos representa alrededor del 20% de la grasa corporal total en hombres
y el 6% en la mujeres (Wajchenberg et al., 2002). Los adipocitos de ambos tejidos

tienen distintas caracteristicas, por ejemplo, presentan patrones diferenciales de



expresion de genes, y son morfolégica y funcionalmente diferentes (Gesta et al.,
2007).

El tejido adiposo se puede expandir mediante dos mecanismos: hipertrofia (aumento
del tamafio de las células) e hiperplasia (aumento del nimero de células) (Otto y
Lane, 2005). A su vez, la hiperplasia involucra el reclutamiento de preadipocitos y su
consecutiva proliferacion y diferenciacion en adipocitos maduros (Tang y Lane,
2012). El proceso de diferenciacion de los preadipocitos para generar adipocitos
maduros es conocido como adipogénesis (Rosen y Spiegelman, 2000). Diversos
estudios han demostrado que el proceso de adipogénesis esta definido por un gran
namero de factores que incluyen la edad, hormonas, especie y depdsito de tejido
adiposo (Kim et al., 2010). Entre los factores transcripcionales mas importantes para
estimular la diferenciacion de los preadipocitos estan PPARy (receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisomas) y CEBPa (proteina alfa de union al
potenciador CCAAT) los cuales estimulan la diferenciacién, incluyendo cambios
morfolégicos, acumulacién de lipidos, y expresiébn de genes caracteristicos de
células maduras (Rosen y Spiegelman, 2006). Ademas, el recambio de adipocitos se
mantiene a lo largo de la vida mediante un fino equilibro entre el proceso de
adipogénesis y la apoptosis, que requiere una fuente constante de células
progenitoras (Kusminski et al., 2016). La vida media de un adipocito en humanos

adultos es de 10 afios y al afio se renueva el 10% de ellos (Spalding et al., 2008).

Como se mencion6 anteriormente, el TAB secreta una gran variedad de hormonas y
citocinas (se habla de mas de 600) (Bluher, 2014), entre las que destacan
adiponectina, leptina, factor de necrosis tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), entre
otras (Kusminski et al.,, 2016); aunado a esto, los adipocitos también tienen la
capacidad de liberar lipidos como las ceramidas y esfingosinas que también sirven
como moléculas de sefalizacion (Holland y Summers, 2008).

1.2.2 Adipocinas
Adiponectina: es secretada exclusivamente por el tejido adiposo y es una proteina
muy abundante en el plasma (Galic et al., 2010). La adiponectina circula en forma de

trimeros, hexameros o formando un complejo de alto peso molecular (Ahima, 2006).
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Esta adipocina tiene dos receptores (AdipoR1 y AdipoR2), y su union resulta en un
incremento en la activacion de AMPK (proteina cinasa activada por AMP), activacion
de PPARy y activacion de la via de sefializacion de NF-kB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) (Maeda et al.,
2001; Yamauchi et al., 2002). Las funciones metabdlicas de la adiponectina (Figura
3) engloban el incremento de la accion de la insulina en el higado, suprime la
entrada de acidos grasos en el higado (Berg et al., 2001), potencia la absorcion de
glucosa en el higado y musculo esquelético (Yamauchi et al., 2002) e incrementa la

oxidacion de acidos grasos (Fruebis et al., 2001).
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Figura 3. Funciones metabdlicas de la adiponectina. Funciones de la adiponectina en el
higado y musculo esquelético. AdipoR1: Receptor a adiponectina 1, AdipoR2: Receptor a
adiponectina 2, AMPK: Proteina cinasa activada por AMP, PPARy: Receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisomas, G6Pasa: Glucosa 6 fosfatasa, IRS: Sustrato

del receptor de insulina (Palomer et al., 2005).

Existe una fuerte correlacion inversa entre la concentracibn de adiponectina en
plasma y la masa corporal, ya que durante la obesidad se reducen los niveles de
adiponectina mientras que una pérdida de peso incrementa los niveles de la misma
(Matsubara et al., 2002). Se ha visto claramente que la adiponectina estimula la
sensibilidad a la insulina en modelos de obesidad y esto se debe a su efecto
favoreciendo la oxidacién de acidos grasos y la absorcion de glucosa en el muisculo
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esquelético y en el tejido adiposo (Galic et al., 2010). Aunado a esto, la adiponectina
también tiene efectos antiinflamatorios, ya que disminuye la activacion y proliferacion
de células T, disminuye la expresion de TNFa e IL6 e incrementa la expresion de
interleucina 10 (IL10), citocina antiinflamatoria (Yang et al., 2001).

Leptina: es una proteina de 167 aminoacidos secretada principalmente por le TAB y
es considerada como una citocina proinflamatoria (Galic et al., 2010), sin embargo,
también se ha identificado en la pared gastrica, pared vascular, placenta, ovarios,
musculo esquelético e higado (Koerner et al., 2005). Fue la primera adipocina
identificada y es codificada por el gen ob (Singla et al., 2010). Su receptor no sélo se
expresa en el sistema nervioso central, sino que también se encuentra en tejidos
periféricos (células del sistema inmune y hematopoyéticas), sugiriendo que la leptina
tiene otras funciones ademas de regular la ingesta de alimento (Galic et al., 2010;
Itoh et al.,, 2011). Entre sus funciones se encuentra la inhibicion del apetito,
estimulacién de la termogénesis, aumenta la oxidacion de acidos grasos, disminuye
el peso corporal y los depdsitos de grasa, regulacién de la sensibilidad a la insulina 'y
reproduccion (Schwartz et al., 2000; Ahima, 2006). La regulacion de la leptina esta
mediada en gran parte por la accidén de la insulina, los niveles de leptina disminuyen
en respuesta a bajos niveles de insulina y sus niveles se incrementan con la
alimentacion o en respuesta a la estimulacién de insulina (Laclaustra et al., 2007).
Ademas, se sintetiza en mayor cantidad en el TAB subcutdneo comparado con el
visceral, siendo mayor en hembras debido a que presentan mayor proporcion de
tejido subcutaneo (Coelho et al., 2013). Los niveles circulantes de esta adipocina se
incrementan con la ganancia de peso y disminuyen con la pérdida de peso (Havel et
al., 1996), mientras que la deficiencia de leptina causa obesidad severa (Singla et
al., 2010). Ademas, existe una correlacion positiva entre los niveles circulantes de
leptina en suero y la masa de tejido adiposo. Durante la obesidad se presentan altos
niveles de leptina en suero, desarrollandose un proceso de resistencia a esta
adipocina (Singla et al., 2010), es decir, la pérdida de funcion de la leptina. Se ha
sugerido que la resistencia a la leptina se puede desencadenar por el transporte
insuficiente de esta adipocina al cerebro, ya que los pacientes con obesidad
presentan menores niveles de leptina en el fluido cerebroespinal comparado con sus

niveles en plasma (Matarese et al., 2005); ademas la reduccion de la transduccion
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de la sefial del receptor de leptina es otra causa que provoca la resistencia a la
leptina (Singla et al., 2010). Aunado a esto, los mecanismos de resistencia a la
leptina propuestos recientemente incluyen estrés del reticulo endoplasmico (RE) y
disfuncién mitocondrial en el hipotalamo (Londraville et al., 2014).

Resistina: se llama asi debido a su efecto favoreciendo la resistencia a la insulina.
Fue descubierta en el 2001, es un péptido pequefio de 12.5 kDa (Galic et al., 2010),
formado por 114 aminoacidos. Sus niveles se incrementan en pacientes obesos
(Steppan et al., 2001) y son disminuidos por el efecto de drogas como la
rosiglitazona (Coelho et al., 2013). Promueve la resistencia a la insulina a través de
incrementar la gluconeogénesis hepatica. Considerada como una molécula
proinflamatoria ya que incrementa la liberacion de TNF-a e IL-6 (Kusminski et al.,
2005). No es soOlo secretada por el tejido adiposo, células del sistema inmune
también la producen. Su liberacion parece ser estimulada por inflamacion,
lipopolisacaridos, IL-6, hiperglicemia y hormona de crecimiento (Coelho et al., 2013).
Se ha observado que su expresion es mayor en preadipocitos comparada con
adipocitos maduros, indicando que es un regulador de la adipogénesis (Steppan et
al., 2001).

Citocinas proinflamatorias: El tejido adiposo también sintetiza TNF-a e IL-6. Se sabe
que los adipocitos sintetizan TNF-a, sin embargo, no son las Unicas células del tejido
adiposo que participan en la produccion de esta citocina durante la obesidad, ya que
los macrofagos de este tejido y los que se infiltran durante el desarrollo de la
enfermedad tienen un papel muy importante en su produccién (Coelho et al., 2013).
Existen varios estudios que relacionan la expresion de TNFa en el tejido adiposo
durante la obesidad con el proceso de resistencia a la insulina; ya que se ha
mostrado que esta citocina puede dafar la via de sefalizacion de la de insulina en el
higado, en el musculo y en el tejido adiposo (Cai et al., 2005). Por otro lado, en
humanos el 30 % de la IL-6 circulante proviene del tejido adiposo, su expresion es
mas alta el TAB visceral comparado con el tejido subcutaneo (Coelho et al., 2013).
Sus niveles también incrementan durante la obesidad, siendo estimulados por TNF-a

e interleucina 1 beta (IL-1B) (Coelho et al., 2013). De manera general la IL-6 inhibe la
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lipoproteina lipasa, induce lipolisis e incrementa la absorcion de glucosa (Galic et al.,
2010).

1.2.3 Disfuncionalidad del tejido adiposo

Aunque el TAB tiene una gran capacidad para cambiar sus dimensiones en
respuesta del estado nutricional, durante la obesidad, la funcién del TAB se altera y
se deteriora su capacidad de expansion para contender contra el almacenamiento
excesivo de grasa corporal (Kusminski et al.,, 2016). Desde una perspectiva
molecular las alteraciones que sufre el TAB durante la expansion no saludable
inducida por la obesidad, incluyen modificaciones en la composicion de su matriz
extracelular provocando fibrosis, menor vascularizacion (hipoxia), aumento en el
tamafio y nimero de adipocitos, mayores niveles de estrés oxidativo, dafio en la
funciébn mitocondrial, perfil de secreciébn de adipocinas alterado, un estado
inflamatorio e infiltracion de células inmunes (Sun et al., 2011; Kusminski y Scherer,
2012) (Figura 4).

Entre las principales adipocinas que se alteran durante la expansion no saludable del
TAB es un incremento de factores proinflamatorios como TNF-o, IL-1B, IL-6,
interleucina 8 (IL-8), leptina, resistina y la proteina quimioatrayente de monocitos
(MCP1) con una reduccion de factores antiinflamatorios como IL-10 y adiponectina
(Sun et al., 2011). Durante el desarrollo de la obesidad, el tejido adiposo es blanco
de la infiltracion de monocitos que responden a sefiales como MCP1, y estas células
inmunes incrementan la cantidad de moléculas inflamatorias que junto con el exceso
de lipidos en la circulacién provocan el desarrollo de resistencia a la insulina en
diversos tejido y alteraciones metabdlicas sistémicas (Weisberg et al., 2003). Las
células inmunes residentes del TAB y los monocitos recién reclutados se polarizan a
macrofagos proinflamatorios M1 (Lumeng et al., 2007). Los macrofagos M1
desregulan la sefializacién local de los adipocitos, dafiando la sensibilidad a la
insulina (Sun et al.,, 2011), principalmente por su secrecion de citocinas
proinflamatorias y por rodear a los adipocitos apoptoéticos creando estructuras tipo
corona (Lumeng et al., 2007). Aunado a esto se ha reportado que los macréfagos
favorecen el desarrollo de hipertrofia en el tejido adiposo a través de inhibir la
diferenciacion de los preadipocitos (Heilbronn y Campbell, 2008).
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Expansion saludable del tejido adiposo Expansion no saludable del tejido adipy

* Hiperplasia de los adipocitos « Hipertrofia de los adipocitos y estrés celular

* Estado antiinflamatorio * Estado proinflamatorio (mayor cantidad de macréfagos M1)
Mayor cantidad de macréfagos M2 » Disminuye angiogénesis

* Formacion de nueva vasculatura * Aumento de fibrosis e hipoxia

Sensibilidad a la insulina

Figura 4. Comparacion entre la expansion saludable y no saludable del tejido adiposo.
La expansion saludable del tejido adiposo se caracteriza por un estado antiinflamatorio y
suficiente vascularizacion que mantiene el crecimiento del tejido por hiperplasia, mientras
que la expansion no saludable presenta un estado proinflamatorio, fibrosis, hipoxia y una
deficiente vascularizacion que provoca el crecimiento del tejido adiposo por hipertrofia,

provocando pérdida de sensibilidad a la insulina (Kusminski et al., 2016).

Por otro lado, el TAB disfuncional desarrolla cierto grado de fibrosis e hipoxia. La
fibrosis es una consecuencia patologica de la desregulacion de la matriz
extracelular, esta matriz funciona como anclaje de los adipocitos y su rigidez,
composicién y remodelacion son factores cruciales para la capacidad de expansion
del TAB (Sun et al.,, 2011). La fibrosis se caracteriza por una abundancia de
proteinas de la matriz extracelular, particularmente colageno (Kusminski et al.,
2016). Entre mayor es la flexibilidad de la matriz extracelular existe mayor espacio
para que el TAB se pueda expandir de una manera saludable; sin embargo, si la
matriz extracelular no es flexible, lo adipocitos no pueden almacenar
adecuadamente los lipidos, dificultando el crecimiento del TAB y promoviendo
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lipotoxicidad (acumulacion de acidos grasos libres en otros tejidos) (Kusminski et al.,
2016).
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Figura 5. Relacidon entre la disfuncionalidad del tejido adiposo provocada por la
obesidad y el desarrollo de alteraciones metabdlicas en otros tejidos. La obesidad
conduce al reclutamiento de macréfagos en el tejido adiposo, donde se propicia un estado
inflamatorio provocando dafio en la sefializacion a la insulina. En los adipocitos, la
resistencia a la insulina conlleva la pérdida de la supresion de la lipdlisis por parte de la
insulina, conduciendo a la deposicién de acidos grasos libres en otro tejidos. En el musculo
se incrementa la entrada de acidos grasos libres, provocando dafio en la absorcion de la
glucosa que repercute en la tolerancia a la glucosa sistémica. En el higado el incremento en
la entrada de acidos grasos libres contribuye al desarrollo de esteatosis hepatica. Mientras
que la resistencia a la insulina en el pancreas provoca el aumento en la sintesis de insulina

como mecanismo compensatorio (Attie y Scherer, 2009).

Por otro lado, la hipoxia es un determinante temprano de la disfuncion del TAB que
incrementa la expresion de factores angiogénicos que ademas aceleran la fibrosis
del tejido adiposo (Choe et al., 2016). La rapida expansion del TAB durante la
obesidad supera su propio sistema de neovascularizacién, generando un estado de

hipoxia (Sun et al., 2011). Respecto a esto, se ha reportado que la sobreexpresion
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de HIF-1a (subunidad alfa del factor inducible por hipoxia) en el tejido adiposo
provoca disfuncion metabdlica mientras que su ablacién genera el efecto opuesto
(Sun et al., 2013).

Esta disfuncionalidad del TAB resulta en una deposicidn ectdpica de grasa en tejidos
como el higado, el muasculo esquelético y el pancreas que son importantes
reguladores de la homeostasis metabdlica, lo que conlleva a una resistencia a la
insulina sistémica progresiva y el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (Kusminski et
al., 2016) (Figura 5).

[.3 Mecanismos moleculares de resistencia a la insulina

Actualmente existen varias teorias que tratan de explicar la relaciébn entre la
acumulacion excesiva de grasa y el desarrollo de alteraciones metabdlicas, que se
centran en el desarrollo de resistencia a la insulina. Existen procesos que se
desarrollan durante la obesidad como la lipotoxicidad, inflamacion, hiperglucemia y
estrés oxidativo que promueven la resistencia a la insulina. Estos procesos
convergen en la activacion de cinasas de serina/treonina provocando que la
sefalizacion del receptor de insulina se vea disminuida en los tejidos blanco de la
hormona, a través de inducir la fosforilacion de las proteinas IRS (sustrato del
receptor de insulina) en residuos de serina, lo que impide su fosforilacion en
residuos de tirosina (Figura 6), eventos necesarios para la activacion de las
moléculas rio abajo de la via de sefal de la insulina (de Luca y Olefsky, 2008;
Boucher et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, la obesidad se caracteriza por un estado de baja
inflamacion crénica de bajo grado, que se considera un componente que promueve
la resistencia a la insulina (de Luca y Olefsky, 2008).Este proceso comienza cuando
los adipocitos acumulan un exceso de grasa y desarrollan un proceso inflamatorio,
secretando citocinas como el TNF-q, IL-18 e IL-6, las cuales incrementan la reaccion
inflamatoria. Las citocinas proinflamatorias liberadas a la circulacion por el tejido
adiposo, ocasionan la activacion de cinasas serina/treonina, disminuyen la expresion
de IRS-1, GLUT4 y PPARy (Boucher et al., 2014). La inflamacién también activa la

via de los receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR). Los TLR forman un complejo de proteinas
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que contienen el dominio TRAF (factores asociados a los receptores de TNF-a), y
activan las vias de JNK e IKK/NFkB (Akira y Takeda, 2004), que deriva en la
produccion de mas citocinas proinflamatorias y en la fosforilacion inhibitoria de

proteina involucradas en la via de sefial de la insulina.
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Figura 6. Obesidad y desarrollo de resistencia a la insulina. La lipotoxicidad,
inflamacion, hiperglucemia y el estrés oxidativo presentes en la obesidad activan cinasas de
serina/treonina, induciendo la fosforilacion inhibitoria del receptor de insulina, del sustrato del

receptor de insulina y de Akt causando la resistencia a la insulina (Boucher et al., 2014).

Por su parte la lipotoxicidad, ocurre cuando los adipocitos han acumulado un exceso
de acidos grasos, e incrementan la liberacién de los mismos al torrente sanguineo.
Este exceso de acidos grasos libres induce la activacion de JNK, IKK, PKC y la
fosforilacion de IRS en residuos de serina (Schenk et al., 2008), ademas los acidos
grasos también pueden ser depositados en tejidos como el higado y el musculo,
donde se forma diacilglicerol (DAG) y otros metabolitos lipotéxicos, como el
gangliosido GM3 o ceramidas (Samuel et al., 2010). DAG activa JNK (cinasa c-Jun
N-terminal), y a las proteinas cinasas ¢ (PKC) ® y ¢, por su parte PKCO esta

presente en el musculo y estimula la activacion de IKKB (cinasa de 1kB) y JNK,
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mientras que, PKCe esta presente en el higado e interactia directamente con el
receptor de insulina disminuyendo su actividad. El gangliosido GM3 y las ceramidas,
inducen resistencia a la insulina interfiriendo con la activacion del receptor de

insulina y Akt (cinasa de serina/treonina), respectivamente (Boucher et al., 2014).

La hiperglucemia esta ligada con la induccion de estrés oxidativo, activa PKC
induciendo la sintesis de novo de DAG y el incremento en la cantidad de productos
finales de glicosilacion avanzada, ademas de inhibir la sefializacion a la insulina a
través de estimular la fosforilacion de IRS-1 en residuos de serina (Riboulet-Chavey
et al., 2006; Miele et al., 2003). Por otro lado, altas concentraciones de especies
reactivas de oxigeno (ROS) presentes durante la obesidad provocan estrés
oxidativo. El estrés oxidativo conduce a la activacion de cinasas que inducen la

resistencia a la insulina (Boucher et al., 2014).

I.4 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de 23 KDa formada por 199
aminoacidos (Ben-Jonathan et al., 2008). Es principalmente secretada por células
especializadas llamadas lactotropos localizadas en la hipofisis anterior, su primera
funcién descrita fue la estimulacién del desarrollo de la glandula mamaria y la
iniciacion y mantenimiento de la lactancia en el conejo (Bole-Feysot et al., 1998).
Existen varios factores que regulan la secrecion de PRL, entre ellos destacan la
succion, el estrés, el embarazo y el incremento de los niveles de estrogenos (Carre y
Binart, 2014). Por el contrario, la regulacién negativa de la secrecién de PRL es
principalmente controlada por dopamina, que actia a través de los receptores D2
presentes en la superficie de los lactotropos (Freeman et al.,, 2000). Se han
reportado variantes de la PRL que surgen de modificaciones postraduccionales
como fosforilacion, glucosilacién, polimerizacidon y rompimiento proteolitico (Brooks
et al., 1990; Clapp et al., 1994; Sinha, 1995). Adema4s, en los ultimos afios se han
descubierto varias fuentes extrapituitarias de PRL incluyendo la glandula mamaria, el
atero, los linfocitos y el tejido adiposo (Carre y Binart, 2014). Con este hallazgo se
incrementd el nimero de funciones conocidas de la PRL, entre las que destacan su
papel en la reproduccion, osmoregulacién, crecimiento, respiracién, funciones
cerebrales, comportamiento (Ben-Jonathan et al., 2008), angiogénesis (Clapp et al.,
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2008), inmunoregulaciéon (Bole-Feysot et al., 1998) y metabolismo (Ben-Jonathan et
al., 2008). La PRL es considerada como una citocina con base en evidencias
moleculares y funcionales (Goffin et al., 2002) y en que sus efectos biol6gicos estan
mediados por la interaccion con su receptor (RPRL) que pertenece a la familia de
receptores a citocinas clase | (Bole-Feysot et al., 1998). El RPRL ha sido identificado
en un gran numero de células y tejidos y es codificado por un Unico gen que
contiene varios promotores que son usados de manera tejido especifica (Carre y
Binart, 2014). La literatura reporta diferentes isoformas del RPRL, que son
generados a través de un empalme alternativo o protedlisis, los cuales se conocen
como largo, intermedio, corto y soluble (Ben-Jonathan et al., 2008). La PRL ejerce
sus principales efectos fisioldgicos activando la forma larga de su receptor, mientras
que aun no se ha descubierto la funcién de la forma soluble del receptor (Brooks,
2012). La PRL no es la Unica hormona que se une al RPRL, sino que este también
tiene afinidad por el lactdgeno placentario y la hormona de crecimiento (Carre y
Binart, 2014). La activacion del RPRL desencadena distintas vias de sefializacion
que incluyen JAK-STAT, MAPK (proteina cinasa activada por mitdgeno) y PI3K
(fosfatidilinositol 3 cinasa); la activacion de estas cascadas derivan en procesos

como supervivencia, diferenciacion y proliferacién (Ben-Jonathan et al., 2008).

I.4.1 Prolactina como regulador del peso corporal
Las primeras evidencias clinicas, de que la PRL podria tener un efecto en el
metabolismo se observaron en pacientes hiperprolactinémicos, que presentaban
obesidad, sindrome metabdlico y resistencia a la insulina (dos Santos Silva et al.,
2011). Por ejemplo, se observd que la hiperprolactinemia se asociaba con
resistencia a la insulina en humanos (Gustafson et al., 1980), no obstante, se reporto
que los altos niveles de PRL inducian hipogonadismo (Greenman et al., 1998), asi
gue no se sabia si era un efecto directo de la PRL sobre la resistencia a la insulina o
un efecto secundario al hipogonadismo. En el 2007 Naliato y cols., publicaron que el
tratamiento con un agonista dopaminérgico en mujeres no obesas con prolactinomas
(adenomas hipofisiarios) normalizaba sus niveles de PRL y su fertilidad, ademas de
disminuir su peso corporal, aunque este Ultimo resultado fue asociado a la activacion
de los receptores dopaminérgicos (Naliato et al., 2007). Ademas, pacientes con
hiperprolactinemia debido a la presencia de prolactinomas presentaron una mayor
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prevalencia de obesidad que la poblacion en general y la reduccion farmacoldgica de
los niveles circulantes de PRL resultdé en una pérdida de peso y mejord algunos
parametros metabdlicos (dos Santos Silva et al., 2011). Cabe destacar que el
tratamiento con drogas que reducen los niveles de PRL, tales como la bromocriptina
(un agonista dopaminérgico) ha arrojado resultados variables, en algunos casos, se
ha observado disminucion del peso corporal de los pacientes y en otros casos no se
genera ningun cambio (Doknic et al.,, 2002). A pesar de esto, recientemente se
describié que niveles altos de PRL en suero (en rangos fisiolégicos) correlacionan
con menor prevalencia de obesidad en nifios (Chirico et al., 2013), y que ademas,
intervenciones dietarias que resultan en mejores parametros metabdlicos también
normalizan los niveles de la hormona en dichos pacientes (Chirico et al.,, 2013).
Aunado a esto, se ha relacionado a los bajos niveles de PRL con mayor prevalencia
de alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad como la intolerancia a la
glucosa, diabetes tipo 2, sindrome metabdlico e inflamacion (Balbach et al., 2013;
Wang et al.,, 2013); y en 2014 se reportd que la PRL circulante correlaciona

positivamente con la sensibilidad a la insulina en humanos (Wagner et al., 2014).

Por otro lado, se ha tratado de esclarecer el efecto de la PRL en el metabolismo
utilizando modelos animales, y en algunos casos se ha demostrado que no hay
efecto en el peso y en la distribucion de la grasa ante cambios en los niveles de
PRL. Al respecto, los ratones carentes de PRL no presentan un fenotipo metabdlico
(LaPensee et al., 2006). Sin embargo, no se ha reportado cual es el fenotipo de los
adpocitos y la sensibilidad a la insulina en ratones carentes de PRL alimentados con
una dieta alta en grasas (DG). Por otra parte, los ratones carentes del receptor de
PRL (rPrl-/-) presentan una disminucioén pequefia pero progresiva en el peso corporal
después de 16 semanas de edad; los animales rPrl-/- presentan una reduccion de la
masa del tejido visceral, efecto que se observa solamente en animales adultos
(Freemark et al., 2001).

1.4.2 Prolactina como regulador de la ingesta de alimento
Se ha sugerido que la PRL, ademas, puede regular la ingesta alimenticia. Un
incremento en los niveles de PRL puede estimular la ingesta de alimento a través de
promover resistencia a la leptina (Naef y Woodside, 2007), aumentando el peso
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corporal y el porcentaje de adiposidad en ratas y ratones (Noel y Woodside, 1993).
En este sentido, la mayoria de los estudios han sido realizados en ratas hembra, y
muestran que la PRL aumenta la ingesta de alimento, algunas veces de manera
dosis dependiente (Gerardo-Gettens et al., 1989; Byatt et al., 1993; Naef y
Woodside, 2007). Aunado a esto, la inyeccion de PRL en el nucleo paraventricular
aumenta la ingesta de alimento, lo que podria indicar que ademas de su accién en el
tejido adiposo, la PRL regula el sistema hipotalamico orexigénico y anorexigénico
que regula el apetito (Sauve y Woodside, 2000). Estos resultados podrian tener
relevancia fisiolégica en hembras, durante el embarazo y la lactancia, donde los
altos niveles de PRL podrian contribuir con la hiperfagia y la acumulacién adiposa
necesarias para contender con la alta demanda metabdlica inherente a dichos
procesos fisiologicos (Noel y Woodside, 1993; Sauve y Woodside, 2000; Nagaishi et
al., 2014).

1.4.3 Efectos metabdlicos de la prolactina en el pancreas
Uno de los efectos metabolicos mas estudiados de la PRL ha sido el que ejerce en
uno de los Organos metabolicos mas importantes: el pancreas. Se conoce
claramente el papel de la PRL estimulando la masa de las células beta pancreéticas
y la produccion de insulina (Freemark et al., 2002; Vasavada et al., 2006). In vitro, la
PRL estimula la proliferacion de células beta pancreaticas, aumenta la transcripcion
del gen de insulina, e incrementa la secrecion de insulina estimulada por glucosa en
islotes pancreaticos (Brelje et al., 1993). La PRL puede actuar en el pancreas
gracias a la presencia de su receptor en la vida fetal temprana. El receptor de PRL
se expresa principalmente en células acinares y ductos pancréaticos y aparece en
células endocrinas (produciendo insulina y glucagon) durante el periodo perinatal y
postnatal (Freemark et al., 1997). A pesar de una ausencia en el fenotipo metabdlico
en ratones carentes de PRL (LaPensee et al., 2006), en el raton rPrl-/- se observo
una deficiencia en el desarrollo del pancreas, concluyendo que la PRL es importante
para el desarrollo de los islotes pancreaticos. Estos ratones rPrl-/-, presentan una
reduccion de 26-42% de los islotes y la masa de las células beta pancreaticas. Esta
disminucion en la densidad se observé desde las 3 semanas hasta los 8 meses de
edad, tanto en machos como en hembras. Los islotes pancreaticos de los ratones
rPrl-/- fueron mas pequenios que los silvestres en el periodo de destete pero no en la
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edad adulta. Ademas, el RNAmM de insulina fue mas bajo en los ratones rPrl-/-
adultos que en los silvestres. La concentracién de glucosa en ayuno en los rPrl-/- fue
normal, pero los niveles de glucosa después de una administracion intraperitoneal
de glucosa fueron mas altos en los animales rPrl-/- que en los silvestres (Freemark
et al., 2002). Molecularmente, los efectos de la PRL inhibiendo la apoptosis y
estimulando la proliferacién y la secrecion de insulina en las células-B pancreéticas
es a través de disminuir la expresion de inhibidores del ciclo celular (FoxO1, p27 y
p57) y aumentando la expresion de las ciclinas 1, A2, B1, B2 y D2 que estimulan el
ciclo celular (Brelje et al., 1993; Fujinaka et al., 2007). Aunado a esto, durante el
embarazo se incrementan los niveles de PRL y los islotes se someten a cambios
sobrereguladores que derivan en un incremento en los niveles de insulina
caracteristico de este estado fisiologico (Uvnas-Moberg et al.,, 1990). Uno de los
cambios mas importantes inducidos por la PRL en las células beta pancreéticas es
un incremento en la secrecidn de insulina estimulada por glucosa con una reduccién
en el umbral de estimulacion. Un estudio mostr6 una relacion directa entre los
niveles de PRL en suero y el metabolismo de glucosa en pancreas demostrando que
la PRL aumenta la actividad de las enzimas clave de la glucolisis, hexocinasa y
glucocinasa, y también incrementa la expresion del transportador 2 de glucosa
(GLUT2) en los islotes (Weinhaus et al., 1996).

I.4.4 Efectos metabdlicos de la prolactina en el tejido adiposo
Como se mencioné anteriormente, el tejido adiposo es capaz de regular la
homeostasis metabdlica de todo el organimso y existe evidencia de que la PRL
ejerce efectos sobre este tejido. La PRL tiene un papel en el crecimiento y la funcion
del tejido adiposo café, ya que en los animales rPrl-/- se observa una menor masa
del tejido pardo, debido a esto, los animales son mas susceptibles de morir si se les
expone a bajas temperaturas, y los preadipocitos derivados de estos tejidos
muestran un dafio en su proceso de diferenciacién hacia adipocitos cafés maduros
(Viengchareun et al., 2008). Cuando los animales adultos rPrl-/- son expuestos a una
dieta alta en grasas, el tejido blanco se transforma en tejido adiposo beige
(aumentando la expresion de UCP1 en tejido perirrenal y subcutaneo, pero no en la
grasa visceral) el cual libera energia en forma de calor por lo que los animales
mantienen un metabolismo saludable y no se vuelven obesos (Auffret et al., 2012).
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Cabe destacar que estos resultados se obtuvieron en ratones de la cepa 129/SvJ
gue es resistente a la obesidad y al sindrome metabdlico, sin embargo, no se ha
evaluado cuales son las consecuencias de la falta del receptor de PRL en la cepa de
ratones C57BL/6 propensos a la obesidad y a alteraciones metabdlicas. Como se
menciond anteriormente, la PRL se produce en sitios extrahipofisiarios y el tejido
adiposo humano es uno de ellos. Este descubrimiento se realiz6 en tejido adiposo
proveniente de glandula mamaria (Zinger et al., 2003), no obstante, afios después se
corroboré en tejido adiposo visceral y subcutaneo en un estudio en humanos. Hugo y
col., mostraron que la liberacion de la PRL en el tejido adiposo humano depende de
la localizacion, estado de diferenciacion e IMC; debido a que explantes viscerales de
pacientes obesos mostraron mayor liberacion de PRL que los explantes de tejido
adiposo subcutaneo (Hugo et al., 2008). Por otro lado, se ha tratado de encontrar
como se regula la liberacion de PRL propiamente en el tejido adiposo; en explantes
de tejido adiposo humano se han encontrado receptores funcionales de dopamina y
se ha observado que la dopamina afecta la expresion y liberacion de PRL
(Borcherding et al., 2011). También se ha reportado que la insulina es capaz de
inhibir la expresion y liberacion de PRL en cultivos primarios de adipocitos, pero es
importante resaltar que este efecto es exclusivo del tejido adiposo ya que no se
observa en la hipdfisis (Hugo et al., 2008). Otro aspecto importante del tejido
adiposo, es el proceso de adipogénesis. Bajo condiciones in vitro, la adipogénesis es
inducida por la exposicion a hormonas como la insulina, glucocorticoides y moléculas
qgue incrementan el AMPc (adenosin monofosfato ciclico) (Carre y Binart, 2014). La
adipogénesis requiere una activacion secuencial de genes implicados en la
diferenciacion de adipocitos. CEBPb (proteina beta de unién al potenciador CCAAT)
y PPARg son dos factores de transcripcion que tienen un papel importante en la
diferenciacion de adipocitos, el primero en etapas tempranas y el Gltimo en etapas
tardias de la diferenciaciéon. Por su parte, se ha reportado que la PRL incrementa la
expresion de Cebpb en células NIH-3T3 (células mesenquimales que se pueden
diferenciar a adipocitos maduros), mientras que no lo hace en las células 3T3-L1
(fibroblastos de raton que se diferencian a adipocitos maduros). También analizaron
el efecto de PRL en la expresion de Pparg y demostraron que la PRL potencia el
efecto de la dexametasona e isobutilmetilxantina para inducir la expresion de Pparg
en ambos tipos celulares (Nanbu-Wakao et al., 2000). Durante la adipogénesis
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incrementa la expresion del RPRL, el efecto podria estar mediado por la PRL ya que
se ha visto que esta hormona regula la expresion de su propio receptor (Fleenor et
al., 2006; Brandebourg et al., 2007). Por ejemplo, durante la lactancia también
aumenta la expresion RPRL en el tejido adiposo de ratén (Ling et al., 2000). Aunado
a esto se ha reportado que los RPRL se expresan en concentraciones mayores tanto
en los preadipocitos como en los adipocitos del TAB visceral comparado con el
subcutaneo (Macotela et al.,, 2012). La PRL estimula la diferenciacion de células
3T3-L1 hacia adipocitos maduros (Stewart et al., 2004). La PRL tiene interaccion con
hormonas como la insulina, glucocorticoides y catecolaminas que afectan el
metabolismo de la glucosa, lipogénesis, lipdlisis y liberacién de adipocinas (Carre y
Binart, 2014). Como se mencioné en el blogue anterior, las adipocinas se liberan por
el tejido adiposo y se ha encontrado que la PRL puede regular su liberacion. En el
2005 Nilsson y col., mostraron que la PRL inhibe la secrecion de adiponectina
(adipocina que estimula la sensibilidad a la insulina) en ratén y humano. In vitro,
observaron gue la secrecién de adiponectina en tejido adiposo humano disminuye
con el tratamiento con PRL, e incrementa la expresion de su receptor tipo 1
(AdipoR1). Por otro lado, en ratones hembra que sobreexpresan PRL disminuyen los
niveles de adiponectina en suero, mientras que en el rPrl-/- no se observaron
cambios (Nilsson et al., 2005). Ademas, mujeres embarazadas Yy lactantes
(presentan altos niveles de PRL) cursan con hipoadiponectinemia (Asai-Sato et al.,
2006). Por otro lado, ratas hiperprolactinemicas presentan un aumento en los niveles
de leptina, e in vitro en una linea celular de tejido adiposo café (T37i) el tratamiento
con PRL induce la expresion de leptina (Gualillo et al., 1999; Viengchareun et al.,
2004). Se sabe que la leptina reduce la ingesta de alimento, induce lipolisis e inhibe
lipogénesis. También fue demostrado que en el tejido adiposo pardo de ratones rPrl-

/- se incrementan los niveles de leptina (Viengchareun et al., 2004).

Aunado a esto, se sabe bien que el metabolismo de lipidos es parte fundamental de
las funciones del tejido adiposo, y se ha reportado que la PRL puede participar en su
regulacion. En el tejido visceral de ratas hembra la PRL de manera dosis
dependiente suprime el proceso de lipdlisis (Brandebourg et al., 2007). Se ha
mostrado que la PRL ejerce efectos antilipoliticos en explantes de tejido adiposo
perigonadal en roedores y en explantes humanos (LaPensee et al., 2007). Ademas,
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la sobreexpresion de la forma larga del RPRL en el tejido adiposo incrementa el
almacenamiento de lipidos, teniendo como resultados, que la obesidad se desarrolle
por un mecanismo de hipertrofia del tejido adiposo visceral (Le et al., 2011). Aunado
a esto, la PRL incrementa la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) en la
diferenciacion de células 3T3L1 conduciendo a la acumulacion de triglicéridos
(Spooner et al., 1979). Sin embargo, durante la lactancia en ratas, la PRL disminuye
la lipogénesis reduciendo la expresion de LPL, la acetil coA carboxilasa (ACC) y la
sintasa de acidos grasos (FAS) en el tejido adiposo mamario (Barber et al., 1992).
Estos resultados ya han sido confirmados en muchos estudios que demuestran que
la PRL inhibe la actividad de la LPL en ratas y humanos en el tejido adiposo blanco
durante la lactancia. Ademas, la PRL disminuye la concentracién de malonil CoA, el
producto del primer paso de la lipogénesis en cultivos de tejido adiposo humano
(Nilsson et al., 2009).

Ademas del pancreas y el tejido adiposo, se sabe bien que el musculo y el higado
son pieza fundamental en el metabolismo, sin embargo, no existe informacion
acerca de la funcién de la PRL en el musculo. En cuanto al higado, se ha reportado
una disminucién en la expresién hepatica del rPrl en animales resistentes a la
insulina, mientras que el aumento en la expresion del receptor especificamente en el
higado mediante vectores adenovirales aumenta la sensibilidad a la insulina (Yu et
al., 2013).

Finalmente, en este trabajo nosotros evaluamos si los bajos niveles de PRL
presentes durante la obesidad son un factor causal de la resistencia a la insulina y la
pérdida de funcidn del tejido adiposo. Mostramos que la PRL favorece la sensibilidad
a la insulina a través de mantener la funcién del tejido adiposo, estimulando su
expansién saludable, evitando su inflamaciéon y estimulando la produccién de

adipocinas que normalmente se alteran con la obesidad.
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ll. JUSTIFICACION

La obesidad representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de una gran
gama de enfermedades metabdlicas como diabetes tipo 2, sindrome metabdlico,
dafos cardiovasculares e incluso cancer. Esta enfermedad no sélo afecta a adultos,
sino que ahora se presenta en nifios y adolescentes. Tan s6lo en nuestro pais mas
70% de la poblacion es obesa o tiene sobrepeso, cifra que se piensa ha llegado al
limite, es decir, toda la poblacion susceptible a desarrollar sobrepeso u obesidad ya
la presenta. Ademas de que la obesidad representa una gran pérdida econémica
para el pais, debido a los gastos médicos y a la disminucion de productividad en los
pacientes que la padecen, hay que tener en cuenta que las alteraciones metabdlicas
derivadas de la obesidad representan un grave problema, por ejemplo, las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo 2 son las principales causas de
muerte en nuestro pais (ENSANUT 2012). Los tratamientos actuales no han sido
suficientes para controlar esta enfermedad, ya que un gran porcentaje de los
pacientes recupera el peso perdido. Estos tratamientos solo incluyen cambios en el
estilo de vida, como dieta y ejercicio fisico, o eliminacion de grasa por medio de
cirugias; este ultimo, es un procedimiento costoso y presenta un alto riesgo para la
salud. Aunado a esto, dichos métodos suelen ser insuficientes para normalizar el
peso corporal y sobre todo para prevenir las complicaciones metabdlicas,
presentandose poco accesibles o dificiimente adoptables en toda la poblaciéon. Por lo
anterior, resulta esencial entender los mecanismos y los factores que regulan la
expansion y la funcion del tejido adiposo en la obesidad, con el fin de encontrar
blancos terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad o para evitar el
desarrollo de alteraciones metabolicas secundarias. Un factor que podria
desempeiar un papel importante en la regulacién del funcionamiento del tejido
adiposo es la hormona PRL, en primer lugar, porque se sabe que en humanos los
bajos niveles de PRL en suero correlacionan con mayor prevalencia de obesidad,
diabetes tipo 2, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico; en segundo lugar,
desde hace varios afios se ha asociado a la PRL con efectos metabdlicos (ingesta
de alimento y peso corporal), sin embargo, algunos resultados son contradictorios ya
sea por el modelo o las caracteristicas especificas de cada trabajo. Es por esto, que
resulta importante esclarecer el papel de la PRL en el metabolismo y entender si los
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bajos niveles de PRL circulante son un factor causal de las alteraciones metabdlicas
asociadas con la obesidad o si son simplemente un evento secundario carente de
consecuencias. En apoyo a esta idea, en el 2015 publicamos que una dieta alta en
grasas disminuye los niveles de PRL en el suero de ratas machos, datos que
concuerdan con lo publicado en humanos. Posteriormente, para dilucidar el efecto
metabolico de la PRL en condiciones de obesidad, en el presente trabajo
administramos PRL a animales obesos y con resistencia a la insulina con el fin de
incrementar los niveles de la hormona en suero y evaluamos la funcionalidad de su
tejido adiposo y otros parametros metabdlicos. Ademas, utilizamos ratones carentes
de la sefnalizacion de PRL para someterlos a una dieta alta en grasas y evaluar el
comportamiento metabdlico antes dicho reto. Finalmente, evaluamos posibles
correlaciones entre los niveles de PRL circulante y parametros de funcionalidad en el
suero y en el tejido adiposo en humanos.
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. HIPOTESIS

La prolactina aminora la disfuncionalidad del tejido adiposo y la resistencia a la

insulina derivadas de la obesidad.

IV. OBJETIVOS

IV.1 General
Evaluar si la prolactina regula la funcién del tejido adiposo y la resistencia a la

insulina en condiciones de obesidad.

IV.2 Especificos

e Determinar si el tratamiento con prolactina en ratas alimentadas con una dieta
alta en grasas (con la finalidad de aumentar los niveles de prolactina
disminuidos con dicha alimentacion) contiende contra las alteraciones
metabolicas asociadas con la dieta.

e Analizar las alteraciones metabdlicas asociadas con una dieta alta en grasas
en ratones carentes de los receptores de prolactina (modelo para evaluar la
ausencia de la sefalizacion de prolactina).

e Evaluar posibles correlaciones entre los niveles de prolactina en suero y

marcadores de funcionalidad en el suero y en el tejido adiposo en humanos.
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V. METODOLOGIA
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VI. RESULTADOS

VI.1 Articulo 1 — Prolactin promotes adipose tissue fitness and insulin sensitivity in
obese males.
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RESEARCH ARTICLE

Prolactin Promotes Adipose Tissue Fitness and Insulin
Sensitivity in Obese Males

Xarubet Ruiz-Herrera, Ericka A. de los Rios, Juan M. Diaz, Ricardo M. Lerma-Alvarado,
Lucia Martinez de la Escalera, Fernando Lépez-Barrera, Maria Lemini, Edith Arnold,
Gonzalo Martinez de la Escalera, Carmen Clapp, and Yazmin Macotela

Instituto de Neurobiologia (X.R.-H., EA.d.l.R., LM.d.lLE., F.L-B.,, M.L, EA, GM.d.LE, C.C., Y.M.),
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Campus UNAM-Juriquilla, 76230 Querétaro, Mexico;
and Hospital General de Querétaro (J.M.D., R.M.L.-A.), Servicio de Cirugia General, Servicios de Salud del
Estado de Querétaro, 76170 Querétaro, Mexico

Excessive accumulation of body fat triggers insulin resistance and features of the metabolic syndrome.
Recently, evidence has accumulated that obesity, type 2 diabetes, and metabolic syndrome are as-
sociated with reduced levels of serum prolactin (PRL) in humans and rodents, raising the question of
whether low PRL levels contribute to metabolic dysfunction. Here, we have addressed this question by
investigating the role of PRL in insulin sensitivity and adipose tissue fitness in obese rodents and
humans. In diet-induced obese rats, treatment with PRL delivered via osmotic mini-pumps, improved
insulin sensitivity, prevented adipocyte hypertrophy, and reduced inflammatory cytokine expression
in visceral fat. PRL also induced increased expression of Pparg and Xbp1s in visceral adipose tissue and
elevated circulating adiponectin levels. Conversely, PRL receptor null mice challenged with a high-fat
diet developed greater insulin resistance, glucose intolerance, and increased adipocyte hypertrophy
compared with wild-type mice. In humans, serum PRL values correlated positively with systemic
adiponectin levels and were reduced in insulin-resistant patients. Furthermore, PRL circulating levels
and PRL produced by adipose tissue correlated directly with the expression of PPARG, ADIPOQ, and
GLUT4 in human visceral and sc adipose tissue. Thus, PRL, acting through its cognate receptors,
promotes healthy adipose tissue function and systemicinsulin sensitivity. Increasing the levels of PRL in
the circulation may have therapeutic potential against obesity-induced metabolic diseases. (Endo-

crinology 158: 56-68, 2017)

dipose tissue dysfunction is a hallmark of obesity-

induced metabolic disorders and is also a feature of
type 2 diabetes (T2D) and accelerated cardiovascular
disease. Adipose tissue functions as an energy reservoir
that is central for maintaining whole-body glucose and
lipid homeostasis. In obesity, excessive lipid accumula-
tion in adipocytes triggers mechanisms that result in
systemic insulin resistance, including impaired adipo-
genesis (1), altered adipokine secretion, inflammation,
fibrosis, reduced angiogenesis, excess free fatty acid re-
lease, and ectopic fat deposition (2, 3). Visceral adipose
tissue (VAT) expansion is particularly associated with
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increased risk of metabolic disorders, whereas sc adipose
tissue (SAT) accumulation has little or no negative
metabolic impact and may even be protective (4, 5).
Identifying factors that promote adipose tissue fitness
may be of therapeutic value against insulin resistance and
its associated metabolic diseases. Here, we suggest that
one such factor is the hormone prolactin (PRL).

PRL is a multifunctional hormone with effects on
metabolism. Increased PRL levels can stimulate food
intake by promoting leptin resistance (6-10) and enhance
body weight and adiposity (6, 7, 11-14) in rats and mice.
Some of these actions were evaluated in females and may

Abbreviations: Ccl2, chemokine (C-C motif) ligand 2; CD, control diet; BMI, body mass
index; GTT, glucose tolerance test; HFD, high-fat diet; HOMA-IR, homeostasis model of
insulin resistance; ITT, insulin tolerance test; Nb2, Noble rat lymphoma; PPARg, peroxi-
some proliferator-activated receptor-vy; PRL, prolactin; gPCR, Real Time-guantitative PCR;
RXR, Retinoid X receptor; SAT, subcutaneous adipose tissue; T2D, type 2 diabetes; UNAM,
Universidad Nacional Auténoma de México; VAT, visceral adipose tissue; Xbp1s, spliced
form of X-box-binding protein-1
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not occur in males (14, 15), consistent with the concept
that they are part of the metabolic adaptations occurring
during pregnancy and lactation, when high PRL levels,
leptin resistance, hyperphagia, increased body weight,
and adiposity coincide to increase nutrient availability to
favor offspring development and survival (16). However,
PRL can have an adverse impact on metabolism in sce-
narios of pathological hyperprolactinemia (prolactino-
mas). Studies, in both men and women, show that the
occurrence of prolactinomas associates with higher
prevalence of obesity and metabolic alterations such as
dyslipidemia, glucose intolerance, and insulin resistance,
and these alterations are reduced by lowering PRL levels
with dopamine agonists (17-21). However, dopamine
agonists may also increase body weight in patients with
prolactinomas (21, 22), and there are studies in which
body mass index (BMI) and metabolic improvement do
not directly correlate with the reduction in PRL levels
(23-25). In support of high systemic PRL being dele-
terious for metabolic homeostasis, PRL levels above
200 ng/mL and up to 4000 ng/mL in female mice for
several months correlate with increased food intake,
higher body weight and adiposity, glucose intolerance,
and insulin resistance (14, 26).

PRL operates at different levels to regulate meta-
bolism. It stimulates B-cell proliferation, survival, and
insulin secretion in rodents and humans (27, 28) and
promotes liver insulin sensitivity in rodents (29). PRL
receptors are expressed on adipocytes from humans, rats,
and mice, and PRL is produced by human adipose tissue
(30), where it contributes to adipogenesis and inhibits
lipolysis (31-33). PRL stimulates also the formation and
function of brown fat tissue in newborn rodents (34).
Finally, the beneficial effect of adequate PRL levels is
highlighted by recent large cohort studies in men and
women showing reduced levels of serum PRL in patients
having glucose intolerance, T2D, and insulin resistance
(35-37) and in children with metabolic syndrome and
obesity (38), suggesting thereby that lower PRL levels
contribute to disruption of metabolic homeostasis.

Here, we evaluated whether PRL promotes insulin
sensitivity and adipose tissue metabolic health in obese
rodents and whether in humans circulating and adipose
tissue-produced PRL correlate with metabolic fitness
markers systemically and in adipose tissue. We demon-
strate that PRL administration counteracts obesity-
induced insulin resistance and adipose tissue dysfunction
in obese rats, whereas obese mice lacking PRL receptors
show enhanced insulin resistance and unhealthy adipose
tissue expansion. In agreement, PRL levels are reduced in
insulin-resistant patients compared with insulin-sensitive
ones and correlate directly with the levels of circulating
adiponectin and with the expression of makers of fat
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fitness in both VAT and SAT. Our findings support the
concept that lower concentrations of serum PRL in obesity
have deleterious consequences for metabolic homeostasis
and that increasing PRL levels may be a therapeutic aid
against obesity-induced adipose tissue dysfunction and
insulin resistance.

Materials and Methods

Experimental procedures in rats

Male Wistar rats bred for several years at our animal facility
(the vivarium of the Institute of Neurobiology of the Universidad
Nacional Autonoma de México [UNAM]) were housed at 22°C
on a 12-hour light, 12-hour dark cycle with free access to food
and water. Four-week-old rats were fed either a control diet (CD)
(Laboratory rodent Diet 5001; LabDiet) or a high-fat diet (HFD)
(Open Source Diet D12492; Research Diets) for 8 weeks. In the
CD, 28%, 13.5%, and 58% of calories come from proteins, fat,
and carbohydrates, respectively, whereas in the HFD, 20%,
60%, and 20% of calories come from proteins, fat, and car-
bohydrates, respectively. The fat source for both the CD and
HFD is largely pig fat or lard. In the HFD, carbohydrates come
from maltodextrin and sucrose and proteins from casein, whereas
the CD contains oats, wheat, corn, soybean meal, wheat germ,
cane molasses, fish meal, dried brewer’s yeast, and porcine meat
meal as sources of carbohydrate and protein. Thus, the CD is a
balanced meal, whereas the HFD is high in fat and in simple
sugars. After 4 weeks on the CD or HFD, rats were implanted sc
or not with Alzet osmotic minipumps (DURECT Corp) releasing
0.16-mg/kg - d ovine PRL (Sigma-Aldrich) for 28 days. For this
purpose, rats were anesthetized with ether inhaled for approxi-
mately 2 minutes, using an ether-soaked cotton ball placed at the
bottom of a 50-mL conical tube (a new cotton was used for each
animal and the cotton was never in direct contact with the an-
imal), and the pumps were implanted sc in less than 2 minutes. To
avoid stress-induced alterations in the amount of PRL released,
animals were handled daily for 7 days before euthanization by
CO, inhalation and decapitation. All studies were approved by
the Bioethics Committee of the Institute of Neurobiology of the
UNAM (protocol numbers 033 and 075), which complies with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the United States National Institutes of Health (8th ed, Na-
tional Academy Press).

Serum measurements

Rat PRL was evaluated by RIA. However, because the RIA
for rat PRL does not detect ovine PRL, we used the Noble rat
lymphoma (Nb2) assay to quantify the circulating levels of
ovine PRL released by the osmotic minipump in the pump-
implanted rats. This is a standardized method based on the
proliferative response of Nb2 lymphoma cells to PRL (39). The
Nb2 assay detects all PRLs (rat and ovine); therefore, we made
this assay specific to ovine PRL by using antiovine PRL antibodies
(National Hormone and Peptide Program; catalog number
C-3581016789, Research Resource Identifier RRID AB_2629483)
(see antibody in Table 1), that do not cross-react with rat PRL.
Therefore, the difference in Nb2-bioactivity between the absence
and presence of antiovine PRL quantified the levels of ovine PRL
in rat serum. Rat adiponectin serum levels were measured using
an ELISA kit (Millipore).
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Table 1. Antibody Table

Species Raised in;

Protein Name of Monoclonal or Dilution
Target Antibody Manufacturer, Catalog Number  Polyclonal Used RRID
Ovine PRL  Antiovine PRL-IC-1 antisera  National Hormone and Rabbit; polyclonal 1:1000 AB_2629483

Peptide Program, C-3581016789

Insulin tolerance test (ITT)

The ITT was performed in rats 3 weeks after delivering PRL
via osmotic pumps (7 wk after the start of the CD or HFD).
Glucose levels were measured with a glucometer in tail vein
blood samples obtained with a lancet needle, before or 135, 30,
60, and 120 minutes after an ip injection of 0.75-U/kg insulin
(Humulin R; Eli Lilly).

Adipose tissue histology

Subcutaneous inguinal and epididymal (visceral) adipose
tissues from rats were fixed in 10% formalin, and sections of
10 wm were stained with hematoxylin and eosin. Adipocyte size
was determined by calculating the mean adipocyte area from 9
fields per animal in 6-10 rats per group using the Image]
software (https://www.imagej.nih.gov). The relative adipocyte
number was calculated by dividing the fat pad weight by the
mean adipocyte area in that fat depot.

Real Time-quantitative PCR (qPCR)

Adipose tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at
—80°C. Total RNA was extracted using the TRIzol reagent
(Invitrogen), and cDNA was synthesized using the high-capacity
c¢DNA reverse transcription kit (Applied Biosystems). PCR
products were detected and quantified in a Bio-Rad CFX96
Real-Time System (Bio-Rad Laboratories), using Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) in a
final reaction volume of 10 uL containing template and 0.5uM
each of the primer pairs for rat (Pparg, Il1b, chemokine [C-C
motif] ligand 2 [Ccl2], X-box-binding protein-1 [Xbp1s], and
Prlr) genes. 18s rRNA was used as housekeeping gene. Primer
sequences are shown in Supplemental Table 1.

Statistics

Statistical data analysis was performed using SigmaStat 3.5
(Systat Software, Inc). Differences between groups were eval-
uated by two-way ANOVA followed by the Bonferroni’s post
hoc comparison test. Body weight and ITT curves were eval-
uated using repeated measures ANOVA. The threshold for
significance was set at P < .0S.

Experimental procedures in mice

C57BL/6 Prlr+/— mice were purchased from The Jackson
Laboratory, and the colony was expanded and maintained for
several generations before animals were used in our experi-
ments. Animals were housed at 22°C on a 12-hour light,
12-hour dark cycle with free access to food and water. Eight- to
10-week-old male mice were fed a CD (Laboratory rodent Diet
5001; Lab-Diet) or a HFD (Open Source Diet D12492; Research
Diets) for 8 weeks. To avoid stress-induced alterations in the
amount of PRL released, animals were handled daily for 7 days
before euthanization by CO, inhalation and decapitation. All
studies were approved by the Bioethics Committee of the Institute
of Neurobiology of the UNAM (protocol numbers 033 and 075),

which complies with the Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals published by the United States National Institutes
of Health (8th ed, National Academy Press).

Serum measurements

Mouse adiponectin serum levels were measured using an
ELISA kit (Millipore).

ITT and glucose tolerance test (GTT)

ITT and GTT were performed in mice after 6 and 7 weeks,
respectively, of CD or HFD. Glucose levels were measured with a
glucometer in tail vein blood samples obtained with a lancet
needle, before or 15, 30, 60, 90, and 120 minutes after an ip
injection of 0.75-U/kg insulin (Humulin R; Eli Lilly) for the ITT,
or 2 g/kg of 50% dextrose (PiSA Pharmaceuticals) for the GTT.

Adipose tissue histology

Subcutaneous inguinal and epididymal (visceral) adipose
tissues from mice were fixed in 10% formalin, and sections of
7 wm were stained with hematoxylin and eosin. Adipocyte size
was determined by calculating the mean adipocyte area from 9
fields per animal in 10-13 mice per group using the Image]
software (https://www.imagej.nih.gov). The relative adipocyte
number was calculated by dividing the fat pad weight by the
mean adipocyte area in that fat depot.

qPCR

Adipose tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at
—80°C. Total RNA was extracted using the TRIzol reagent
(Invitrogen), and cDNA was synthesized using the high-capacity
c¢DNA reverse transcription kit (Applied Biosystems). PCR
products were detected and quantified in a Bio-Rad CFX96
RealTime System (Bio-Rad Laboratories), using Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) in a final
reaction volume of 10 pL containing template and 0.5uM each
of the primer pairs for mouse (Pparg, 111b, Ccl2, Xbp1s, and Prlr)
genes. TATA box-binding protein (Thp) was used as house-
keeping gene. Primer sequences are shown in Supplemental
Table 1.

Statistics

Statistical data analysis was performed using SigmaStat 3.5
(Systat Software, Inc). Differences between groups were eval-
uated by two-way ANOVA followed by the Bonferroni’s post
hoc comparison test. Body weight, ITT, and GTT curves were
evaluated using repeated measures ANOVA. The threshold for
significance was set at P < .05.

Experimental procedures involving human samples

Table 2 shows the clinical and biochemical characteristics
of the subjects studied. Lean (BMI < 25), overweight (BMI =
25-29.9), and obese (BMI = 30) mestizo male subjects, undergoing
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Table 2. Clinical and Biochemical Characteristics of the Subjects Studied

Overweight, Overweight +
Lean, BMI < 25 BMI = 25-29.9 Obese, BMI > 30 Obese, BMI > 25
(n = 10) (n=11) (n=6) (n =17)
Age (y) 35.9'%6.0 385 +29 38.8 = 5.1 38.6 = 2.5
BMI (kg/mz) 225+04 287 = 0.4° 31.8 + 0.5 299 + 0.5%
Insulin (pmol/L) 31.6 = 6.0 65.2 = 10° 65.1 = 18 65.2 = 9.0°
Glucose (mmol/L) 5.46 = 0.4 6.50 = 0.5 6.03 = 0.7 6.34 04
HOMA-IR 1.3+x03 3.17 = 0.52 279 = 0.7 3.0 £ 0.4
Adiponectin (ug/mL) 943 + 14 6.39 1.0 7.12 =15 6.6 0.8
PRL (mg/L) 138+ 1.2 11.5 % 9.2 10.3 %25 111 %211

Values are mean * SEM.
4P < .05 vs lean.
b p < .05 vs overweight.

surgery involving access to the abdominal cavity (appendectomy,
abdominal hernia repair, or cholecystectomy), were recruited at the
General Hospital of Queretaro between May 2012 and March
2014. The General Hospital internal review board and the Bio-
ethics Committee of the Institute of Neurobiology, UNAM ap-
proved the study, and all procedures were performed in accord with
the Declaration of Helsinki. Exclusion criteria were being younger
or older than 18 or 65 years, respectively; having a medical history
of liver or renal failure, and receiving medication with drugs known
to affect PRL secretion (metoclopramide, methyldopa, opiates, or
cimetidine). Fifty-four subjects were identified as candidates and
signed the informed consent to participate. Serum samples were
collected before surgery, and omental VAT and abdominal SAT
samples were then obtained. Later, patients having PRL levels
above basal values of 20 ug/L (n = 27) were excluded from the
analysis, leaving 27 study subjects. Because PRL is a “stress
hormone,” we were concerned that values of PRL in these pa-
tients could be influenced by a stress-related confounding factor
that could bias our analysis. The excluded patients were from
both, insulin resistant (12 subjects), and insulin sensitive (15
subjects) groups.

Serum measurements

Human adiponectin serum levels were measured using ELISA
kits (Millipore). Human PRL and insulin were measured by the
Immulite 1000 Immunoassay Analyzer (Siemens), and glucose
levels were evaluated by a colorimetric assay (Cayman Chemical).

qPCR

Adipose tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at
—80°C. Total RNA was extracted using the TRIzol reagent
(Invitrogen), and cDNA was synthesized using the high-capacity
c¢DNA reverse transcription kit (Applied Biosystems). PCR
products were detected and quantified in a Bio-Rad CFX96
RealTime System (Bio-Rad Laboratories), using Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) in a final
reaction volume of 10 uL containing template and 0.5uM each of
the primer pairs for human (ADIPOQ, PPARG, SLC2A4
|GLUT4], and PRLR) genes. 185 rRNA was used as house-
keeping gene. Primer sequences listed in Supplemental Table 1.

Statistics

Statistical data analysis was performed using SigmaStat 3.5
(Systat Software, Inc) and Microsoft Excel XLSTAT. Differ-
ences between 2 groups were evaluated by the Student’s # test,

and those between 3 or more groups by one-way ANOVA
followed by the Bonferroni’s post hoc comparison test.
Spearman analysis for nonparametric data was used to evaluate
correlations between serum levels of PRL and insulin, adipo-
nectin, homeostasis model of insulin resistance (HOMA-IR),
and gene expression levels in adipose tissue. The threshold for
significance was set at P < .05.

Results

PRL treatment improves insulin sensitivity in diet-
induced obese rats

Confirming our previous findings that circulating
levels of PRL are reduced in obese rodents (40), after
8 weeks on a HFD, male rats showed lower serum PRL
levels than animals fed a CD (Figure 1A).To explore
whether reduced serum PRL levels contribute to the
metabolic alterations seen in obesity, we increased sys-
temic PRL with osmotic minipumps delivering the hor-
mone during the last 4 weeks of the 8-week dietary
intervention. PRL levels were increased to 4-6 times those
in nontreated rats (Figure 1A). Although body weight and
food consumption were unaltered by PRL treatment
(Figure 1, Band C), elevating systemic PRL levels in HFD-
fed animals improved metabolic responses, as evidenced
by an enhanced insulin-induced, glucose-lowering effect
during an ITT compared with animals on a HFD without
PRL treatment (Figure 1D). In CD-fed animals, PRL
treatment had no effect on insulin sensitivity (Figure 1D).

PRL prevents visceral adipocyte hypertrophy in
obese rats

In the context of obesity, insulin sensitivity is attributed
to a healthy expansion of the adipose tissue (1, 2,41). This
idea prompted us to evaluate whether PRL improves in-
sulin sensitivity by promoting adipose tissue functionality.
In HFD-fed animals, PRL treatment increased adipose
tissue mass by 20% in the VAT and by 30% in the SAT
depots beyond the increases induced by the HFD alone
(Figure 2, A and D). This increase in adipose tissue mass
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Figure 1. PRL treatment promotes insulin sensitivity in obese rats.
Serum PRL levels after 8 weeks of CD or HFD in the absence or
presence of osmotic minipumps delivering PRL during the last

4 weeks (n = 5-7) (A). White bars represent rat endogenous PRL
(rPRL) measured by RIA; black bars represent ovine PRL (oPRL) from
pumps quantified by Nb2 assay. Body weight (n = 7-14) (B),
average food consumption (n = 6-7) (C), and ITT (n = 6-11) (D) at
week 7 of the CD or HFD in rats treated or not with PRL. Data are
mean * SEM; *, P < .05 vs respective CD or CD+PRL; &, P < .05
vs respective diet without PRL. Statistically significant differences
were determined with two-way ANOVA (A and C) or repeated
measures ANOVA (B and D), followed by the Bonferroni’s post hoc
test.

was not reflected on body weight, because it represents
only a 2% increase in total body mass. Compared with
CD-fed animals, the number of adipocytes was greater in
HFD-fed rats and was further elevated by PRL by 21%
and 37% in SAT and VAT, respectively (Figure 2, B and
E). Moreover, PRL treatment also reduced adipocyte
hypertrophy in HFD-fed rats exclusively in VAT, whereas
adipocytes in SAT of HFD-fed rats were the same size with
and without PRL treatment (Figure 2, C and F). Under CD
conditions, PRL treatment had no effect on adipose tissue
mass, adipocyte number, or size (Figure 2, A-F). Because
hypertrophic fat cells are believed to be metabolically
dysfunctional and adipocyte hyperplasia is a healthier
mechanism for increasing fat storage (2), these findings
suggest that PRL can promote a healthier form of adipose
tissue expansion under obesity conditions.

PRL increases Pparg and Xbp 1s expression in visceral
fat, reduces adipose tissue inflammation, and
promotes adiponectin secretion

We next investigated the mechanisms that could me-
diate the beneficial actions of PRL on insulin sensitivity
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and adipose tissue expansion. In vivo, under HFD con-
ditions PRL increased the expression of Pparg in the VAT
but not in the SAT (Figure 2, G and H).

Increased inflammation is characteristic of fat tissue
in obesity and has been shown to contribute to insulin
resistance (42). PRL has been reported to exhibit both
pro-and antiinflammatory actions in different cell types
(43). PRL administration reduced by 50% the expression
of Il1b in VAT from both CD- and HFD-fed animals
(Figure 2G) and also reduced the expression of Ccl2 in
SAT from HFD-fed animals (Figure 2H).

The beneficial metabolic effects observed after elevating
PRL levels in animals with HFD-induced obesity resemble
those of adiponectin, an adipokine that is insulin sensi-
tizing, proadipogenic, and antiinflammatory (44). Ad-
ministration of PRL increased circulating adiponectin
levels in rats on both the CD and HFD by 20% and 36 %,
respectively (Figure 2I). Recently, the transcription factor
Xbp1 has been identified as a PRL target in the mammary
gland fat pad (45), and the spliced form of Xbp1 has been
shown to mediate increased adiponectin secretion by fat
tissue in vivo (46). PRL treatment resulted in increased
Xbp1s expression in the VAT of animals under both CD
and HFD conditions (Figure 2]), implying that Xbp1s may
contribute to PRL effects on adiponectin.

The preferential effect of PRL treatment on VAT in the
rats (reducing adipocyte hypertrophy and increasing
Pparg and Xbpls expression) may be explained by the
increased expression of PRL receptors in adipose cells from
this depot (47). Interestingly, most of the effects of PRL on
adipose tissue were observed under HFD feeding condi-
tions. To explore whether the HFD could induce PRL
receptor expression in fat thereby increasing PRL sensi-
tivity, we evaluated the mRNA expression of the Prlr in the
adipose tissue of rats under CD or HFD feeding condi-
tions. We observed that Prlr expression is not changed by
the HFD or by PRL treatment in either VAT or SAT
(Supplemental Figure 1). Similar results were observed in
adipose tissue from CD vs HFD-fed mice and from lean vs
overweight/obese humans (Supplemental Figure 1).

PRL receptor-null mice under a HFD develop
aggravated metabolic alterations

To further explore the role of PRL in metabolic health in
obesity, Prlr—/— mice (on a C57BL/6 background) were
fed a HFD for 8 weeks and studied for metabolic pa-
rameters. Prlr—/— mice gained more weight when fed a
HFD (Figure 3A) and exhibited greater fat mass (Figure 3,
B and C). This expansion of fat mass induced by the Prlr
deletion was the result of enhanced adipocyte hypertrophy
(Figure 3, D and E) in both fat depots with no significant
change in adipocyte number per fat pad (Figure 3, F and
G). Prlr—/— mice on a HFD showed exacerbated insulin
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Figure 2. PRL treatment improves adipose tissue fitness in obese rats. VAT and SAT weight normalized to body weight (n = 7-13) (A and D),
relative adipocyte number per fat depot (n = 6-10) (B and E), and representative sections of adipose tissue stained by hematoxylin and eosin to
show adipocyte size (C and F). Graphs indicate quantification of adipocyte size in 9 fields per adipose tissue in 6-10 animals per group. Gene

expression in VAT and SAT analyzed by qPCR (|

= 7-13) (G and H). Serum adiponectin levels quantified by ELISA (n = 7-11) () and gqPCR

evaluation of XbpT7s in VAT (n = 5-6) (J). All evaluations were made after 8 weeks of the dietary intervention in the absence or presence of

osmotic minipumps delivering PRL during the last 4 weeks. Data are mean = SEM; *

, P < .05 vs respective CD or CD+PRL; &, P < .05 vs

respective diet without PRL. Statistically significant differences were determined with two-way ANOVA, followed by the Bonferroni's post hoc

test.

resistance and glucose intolerance compared with wild-
type mice (Prlr+/+) on the same diet (Figure 3, H and I).
Inflammatory markers (I/16 and Ccl2) and serum adi-
ponectin levels were not different between genotypes or
diets in Prlr—/— vs Prlr+/+ mice (Supplemental Figure 2).

PRL serum levels in patients associate positively with
adiponectin levels and are reduced in insulin-
resistant subjects

Establishing a correlation between PRL actions in
rodent models and humans would support our hypoth-
esis that circulating PRL plays a protective role against
adipose tissue and metabolic dysfunction. To this end, we
evaluated 27 lean, overweight, and obese male patients

(characteristics in Table 2) and analyzed their circulating
PRL levels, metabolic parameters, and markers of adi-
pose tissue functionality. Lean, overweight, and obese
groups did not differ in age, glucose, adiponectin or PRL
levels. However, overweight and overweight plus obese
groups had higher insulin levels and HOMA-IR values than
the lean group (Table 2). In this population, serum PRL
correlated inversely with serum insulin levels (Figure 4A)
and HOMA-IR (Figure 4B) and positively with circulating
adiponectin levels (Figure 4C). As expected, when the
subjects were divided into insulin-sensitive and insulin-
resistant groups (HOMA-IR cutoff = 3.0) (48), insulin-
resistant subjects had a higher BMI (Table 3). Interestingly,
the insulin-resistant subjects showed significantly (P = .03)
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Figure 3. Prir—/— mice fed HFD show aggravated insulin resistance and glucose intolerance and unhealthy adipose tissue expansion. Prir—/— or
Prir+/+ C57BL/6 mice were evaluated after 8 weeks of dietary intervention. Body weight (n = 26-29) (A), VAT and SAT weight normalized to
body weight (n = 19-24) (B and C), representative sections of VAT and SAT stained by hematoxylin and eosin to show adipocyte size (D and E).
Graphs indicate quantification of adipocyte size in 9 fields per adipose tissue in 10-13 animals per group. Relative adipocyte number per adipose
depot (n = 10-13) (F and G). ITT after 7 weeks on CD or HFD (n = 11-13) (H). GTT after 6 weeks on CD or HFD (n = 24-29) (I). Data are mean
+ SEM; *, P < .05 vs respective CD; &, P < .05 vs Prir+/+ on HFD. Statistically significant differences were determined with two-way ANOVA
(B-G) or repeated measures ANOVA (A, H, and 1), followed by the Bonferroni’s post hoc test.

lower serum PRL levels than those who were insulin
sensitive (Table 3). However, as mentioned before, when
separated by BMI, overweight or obese groups did not
show lower serum levels of PRL compared with the lean
group (Table 2), indicating that reduced circulating PRL
correlates with insulin resistance but not with obesity itself.
Moreover, when subjects were divided by their circulating
PRL levels, the higher PRL group showed reduced insulin
resistance (P = .005) and increased adiponectin levels (P =
.004) but similar BMI (Table 3).

PRL serum levels and PRL produced in adipose tissue
positively associate with expression of adipose
tissue fitness markers

The relationship between PRL and adipose tissue fitness
was analyzed further by using VAT and SAT biopsies from

lean, overweight, and obese patients (n = 15) undergoing
abdominal surgery, and their circulating and adipose tissue
PRL levels were evaluated for correlations with the ex-
pression of PPARG, ADIPOQ, and GLUT4 in the fat
tissue samples. Consistent with PRL promoting adipose
tissue metabolic fitness, serum PRL levels correlated di-
rectly with the expression of ADIPOQ in both VAT and
SAT, of PPARG in VAT, and of GLUT4 in SAT (Figure 5,
A and C). Moreover, PRL is produced by human adipose
tissue, where it may act as an autocrine/paracrine factor
(30). We found that PRL mRNA levels in adipose tissue
correlated positively with the expression of ADIPOQ and
GLUT4 in SAT but not in VAT (Figure 5, B and D). These
results suggest that both systemic PRL and PRL produced
locally by the adipose tissue promote insulin sensitivity and
adipose tissue metabolic homeostasis in humans.
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Figure 4. Serum PRL levels associate with insulin sensitivity and adiponectin levels in human subjects. Correlation analysis of serum PRL with
circulating insulin (A), HOMA-IR (B), and adiponectin levels (C) from lean, overweight, and obese male subjects.

Discussion

During obesity, the inability of adipose tissue to maintain
its functionality while storing nutrient surplus triggers
insulin resistance and multiple metabolic diseases.
Conversely, a healthy expansion of adipose tissue
maintains and can even restore whole-body insulin
sensitivity (41). Our study demonstrates that the hor-
mone PRL promotes insulin sensitivity and the healthy
expansion of adipose tissue and that these effects become
apparent in both rodents and humans during obesity and
insulin resistance, conditions that associate with low cir-
culating PRL levels (35-38, 40). Mechanisms for the
beneficial effects of PRL may include the ability to increase
Pparg and Xbp1s expression and adiponectin secretion, as
well as reducing adipocyte hypertrophy, increasing adi-
pocyte hyperplasia, and reducing inflammation of adipose
tissue. Also, other known effects of PRL may contribute to
the overall beneficial effect of the hormone on metabolic
homeostasis. In particular, PRL promotes B-cell function,
not only in rodents but also in humans (27, 28), and stim-
ulates insulin sensitivity in liver of mice, where over-
expression of the Prlr promotes insulin sensitivity, whereas
liver-specific deletion of the Prlr increases insulin resistance

(29). Thus, together, these results imply that elevating the
levels of PRL may have therapeutic value against obesity-
induced metabolic dysfunction.

In obesity, excess fat is stored in existing adipocytes
(hypertrophy) or in new fat cells (hyperplasia) generated
from precursor cells by the process of adipogenesis (2, 3).
Hyperplasia is generally regarded as a relatively benign
and perhaps even protective mechanism of adipose tissue
expansion (2, 3), whereas deficient adipogenesis and ex-
aggerated adipocyte hypertrophy are linked to adipose
tissue dysfunction and metabolic syndrome (1, 49). Here,
we showed that PRL treatment stimulates adipocyte hy-
perplasia in VAT and SAT and reduces adipocyte hyper-
trophy in VAT of obese, insulin-resistant rats. Consistent
with this observation, in the absence of PRL signaling
(Prlr—/— mice), diet-induced obesity resulted in a greater
level of adipocyte hypertrophy in both fat depots that is
associated with increased insulin resistance and glucose
intolerance. The beneficial effects of PRL likely involve a
direct action on adipocytes. PRL receptors are expressed in
fat (50, 51), both in adipocyte precursor cells and mature
adipocytes (47), and their levels are higher in visceral than in
sc fat cells (47). In addition, Prlr expression increases in the
3T3-L1 cell line during differentiation to adipocytes, and

Table 3.

Insulin-Resistant Subjects Show Reduced PRL Serum Levels

Sensitive (HOMA-IR < 3.0),

Resistant (HOMA-IR > 3.0),

Insulin Sensitivity = 15) (n =12) P

Age (y) 374 4.0 38.1 £ 34 .893

BMI (kg/m?) 254 1.0 293+ 0.9 .008
HOMA-IR 1.1 = 0.1 4.1 x0.2 <.000001
Adiponectin (ug/mL) 88 +1.2 6.3 *09 .091

PRL (g/L) 13.7'% 1.1 10.1 = 1.1 031

PRL Levels Higher (12-20 pg/L) (n = 14) Lower (4-11.9 pg/L) (n = 13) P

Age (y) 375 = 4.1 379 + 3.0 938

BMI (kg/mz) 263 *+10 28.1 £ 1.2 251
HOMA-IR 1.6 £0.3 3305 .005
Adiponectin (ug/mL) 9.7 £ 1.1 55+ 0.8 .004

PRL (ug/L) 15.6:%£.0.6 8.3 +:0.7 <.000001

Values are mean = SEM.
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Figure 5. Serum PRL and adipose tissue PRL mRNA levels associate with the expression of adipose tissue fitness markers. Correlation analysis of
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PRL acts on these cells to stimulate such differentiation (52).
These effects occur through activation of Signal
transducer and activator of transcription 5 (52), as well
as increased expression of Cebpb and Pparg (33), which

promotes adipogenesis.

Here, we show that PRL promotes Pparg expres-
sion only in VAT and exclusively under HFD condi-
tions. In view of the known ability of PPARg to
improve insulin sensitivity (53), it is likely to mediate
the PRL protective effects. PPARg induces the expression
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of adiponectin (54), an adipokine promoting insulin
sensitivity in rodents and humans (55). We found that
elevating PRL in serum increases circulating adipo-
nectin levels in rats under both control and HFD
conditions. However, PRL stimulated Pparg expres-
sion only under HFD conditions, so the increase in
adiponectin levels induced by PRL under CD likely
involves other factors. One such factor may be Xbp1s, a
transcription factor activated by PRL in mammary
adipose tissue during lactation (45). We found that PRL
up-regulates Xbp1s in the VAT of rats under both CD
and HFD feeding, Xbp1s induces adipogenesis via the
transcriptional activation of Cebpa and Pparg (56, 57)
and improves glucose tolerance and insulin sensitivity in
lean and obese mice by increasing adiponectin secre-
tion (46).

It is puzzling that PRL treatment increases Xbpl! levels
in adipose tissue under both CD and HFD but increases
Pparg only under HFD. Several studies have shown that
many PPARg effects occur in association with obesity or
HFD conditions (58-61). One mechanistic explanation
for this is that visceral fat (but not SAT) from obese mice
is more sensitive to PPARg agonists (rosiglitazone) (59).
Enhanced sensitivity results from increased expression of
ubiquitin hydrolase/ligase ubiquitin C-terminal esterase
L1 in visceral fat of obese mice and humans. Ubiquitin
hydrolase/ligase ubiquitin C-terminal esterase L1 facili-
tates the proteasomal degradation of the PPARg heter-
odimerization partner retinoid X receptor a (RXRa),
promoting increased PPARg-RXRb heterodimerization,
which is less sensitive to transcriptional repression by
silencing mediator of retinoid and thyroid hormone
receptors than PPARg-RXRa. Thus, the reduced RXRa
to RXRb ratio increases PPARg transcriptional activity
(59), thereby promoting Cebpa expression and initiating
the positive feedback loop between these 2 factors to
mutually increase each other’s expression. Accord-
ingly, by favoring the action of PPARg agonists or
activators, the obese condition provides a plausible
explanation for the preferential effects of PRL treat-
ment under HFD.

In our study, increasing serum PRL to levels (60-80 ng/mL)
equivalent to those reported in male rats at circadian
peaks (62) or in response to stress (63, 64) elevated
systemic adiponectin. This implies that PRL at a relatively
high concentration but within a physiological range
found in female reproductive states may protect against
metabolic dysfunction by increasing circulating adipo-
nectin. However, contrary to this proposal, PRL reduces
adiponectin secretion by adipose tissue in culture (65) and
transgenic female (but not male) mice overexpressing
PRL and having PRL serum levels (>250 ng/mL, at the
high end of the normal range found during pregnancy
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and lactation), show lower systemic adiponectin values
(65). Although the differences in in vitro vs in vivo
conditions, gender, physiological state, and PRL con-
centration may contribute to these discrepancies, clinical
work supports our proposal. Clinical studies demonstrate
that circulating PRL positively correlates with insulin
sensitivity (36, 38) and with serum adiponectin in males
(current findings) and in females with polycystic ovary
syndrome (66).

The inhibition of proinflammatory mediators is an-
other way by which PRL may improve insulin sensitivity
and fat fitness. In agreement with the antiinflammatory
effects of PRL in other rodent models of disease (67), we
found that PRL treatment reduces the expression of I/1b
and Ccl2 in VAT and SAT, respectively, and both IL-1b
and CCL2 contribute to inflammation-mediated insulin
resistance and adipose tissue dysfunction in obesity
(68, 69).

Consistent with our observations in Prlr—/— mice,
mice deficient in PRL (on a C57BL/6 strain) fed a CD have
normal adipose tissue mass and unaltered metabolic
phenotype (70). Although insulin sensitivity and adipose
tissue fitness have not been evaluated in PRL null mice
under a HFD, we show here that Prlr—/— mice on a
HFD develop increased obesity, exacerbated glucose
intolerance, insulin resistance, and enlarged adipo-
cytes. These findings confirm the beneficial actions of
PRL on metabolic and adipose tissue function and
show that its effects become evident during obesity.
However, in apparent contradiction to our findings,
Prlr—/— mice on a 129/Sv] genetic background display
milder obesity and no insulin resistance in response to a
HFD (71), which prompts to the emergence of beige/
brite adipocytes in white fat. The 129/Sv] strain is
intrinsically less prone to diabetes and HFD-induced
obesity than the C57BL/6 strain (72). Its reduced sus-
ceptibility involves increased intermuscular deposits of
brown adipocytes (72), higher thermogenic capacity,
augmented beiging potential, and distinct inflammatory
pathways in the adipose tissue and gut microbiota en-
vironments (73, 74). The aggravated metabolic alter-
ations found in the present study in Prlr—/— mice of the
C57BL/6 strain were consistent with the fact that no beige
adipocytes could be detected in SAT or VAT under HFD
conditions (Figure 3, D and E).

The above information makes clear that in rodents,
as in humans, metabolic alterations depend on genet-
ically associated risk and protective factors and that
these factors are able to influence the outcome of PRL
metabolic effects. However, our conclusion that the
absence of PRL action in obesity has negative metabolic
consequences that can be counteracted by increasing
PRL levels, is supported by clinical data. Low PRL
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levels associate with glucose intolerance, insulin resistance,
obesity, and T2D in adults (35-37) and with metabolic
syndrome in children (38). Here, we extend these findings
by showing that insulin-sensitive male subjects have PRL
values higher than those in insulin-resistant patients, re-
gardless of their BMI (within the 19-36 range), and that
patients’ serum PRL levels associate positively with cir-
culating adiponectin levels and with the expression of
adipose tissue fitness markers, including ADIPOQ,
PPARG, and GLUTH4. Furthermore, our work supports
the role of PRL as a local regulator of human adipose tissue
(30) by showing that PRL synthesis in SAT correlates with
the expression of ADIPOQ and GLUT# in this adipose
depot.

In summary, the present study shows that PRL pro-
tects against obesity-induced insulin resistance by pro-
moting the healthy expansion and metabolic fitness of
adipose tissue via mechanisms that include increased
levels of Xbp1ls, Pparg, and adiponectin in fat. Given
that low circulating PRL correlates with disrupted
metabolic homeostasis in patients, restoring or elevating
PRL levels may help reduce metabolic dysfunction in
normal or obese individuals with insulin resistance. Our
work expands the knowledge of PRL effects in physi-
ological states beyond pregnancy and lactation, and
highlights the need for a better understanding of its role
in regulating metabolic homeostasis in both females
and males.
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Supplementary Table1.

Oligonucleotide sequences

Gene Forward primer Reverse primer
Rat
Pparg AGATGACAGTGACTTGGCCA TGTGACAATCTGCCTGAGGT
I11b AAAAGCGGTTTGTCTTCAAC GGAATAGTGCAGCCATCTTT
Ccl2 CTGTAGCATCCACGTGCTGT TGCTGCTGGTGATTCTCTTG
Prir CCTGCATCTTTCCACCAGTTC GCACTCAGCAGTTCTTCAGACTTG
18S CGCGGTTCTATTTTGTTGGT AGTCGGCATCGTTTATGGTC
Mouse
Pparg GCATGGTGCCTTCGCTGA TGGCATCTCTGTGTCAACCATG
I11b GTTGATTCAAGGGGACATTA AGCTTCAATGAAAGACCTCA
Ccl2 ACCAGCCAACTCTCACTGAA TGAGTAGCAGGTGAGTG
Prir ACACGCGCAGATCTCCTTACCA CCCCTTCTTGCACAGCCACTT
Thp ACCCTTCACCAATGACTCCTATG TGACTGCAGCAA ATCGCTTGG
Human
PRL CATCAACAGCTGCCACACTT CGTTTGGTTTGCTCCTCAAT
PRLR TCATGATGGTCAATGCCACT GCGTGAACCACCCAGTTTTT
ADIPOQ GGCATGACCAGGAAACCAC TTCACCGATGTCTCCCTTAGG
PPARG GATACACTGTCTGACAACATATCACAA CCACGGAGCTGATCCCAA
GLUTH4 GCCGGACGTTTGACCAGAT TGGGTTTCACCTCCTGCTCTA
18S CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT
B
[] Control gcD [JLean
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Supplementary Figure 1. Effect of HFD or obesity on PRL receptor expression in
adipose tissue. PRL receptor expression in VAT and SAT of control or PRL-treated rats (n =
5-6) (A), or mice (n = 10) (B) fed a control (CD) or a high fat diet (HFD) for 8 weeks, and of
lean (n = 6) and overweight (OW) + obese patients (n = 9). Gene expression in visceral
(VAT) and subcutaneous adipose tissue (SAT) was analized by quantitative real time PCR
and normalized to the expression pf 18S in rats (A) and humans (C), and Tbp (TATA-box
binding protein) in mice (B).
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Supplementary Figure 2. Inflammatory markers in adipose tissue and adiponectin
serum levels in Prir-/- mice. Prir+/+ or Prir-/- mice were fed a CD or a HFD for 8 weeks.
Gene expression in visceral (A) and subcutaneous (B) adipose tissue was analized by
gquantitative real time PCR and normalized to the expression of Thp (TATA-box binding
protein) (n = 10). (C) Serum adiponectin levels quantified by ELISA (n = 10). ll1b: interleukin-
1 beta, Ccl2: chemokine (C-C motif) ligand 2.
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VIIl. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad que se caracteriza por la acumulacién excesiva de
grasa corporal, lo que deriva en la disfuncion del tejido adiposo y detona la
resistencia a la insulina ademas de otras alteraciones metabdlicas diversas. Se ha
reportado que, en humanos, bajos niveles de la hormona PRL se asocian con
intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, obesidad, y diabetes tipo 2 en
adultos (Balbach et al., 2013; Wang et al., 2013; Wagner et al., 2014) y con
sindrome metabdlico en nifios (Chirico et al., 2013). Por lo tanto, es este estudio
evaluamos si los bajos niveles de PRL son un factor causal de las alteraciones
metabolicas asociadas con la obesidad (resistencia a la insulina y disfuncionalidad
del tejido adiposo), o si es un evento secundario a la obesidad que carece de
consecuencias. En primer lugar, utilizando un modelo de obesidad en ratas inducido
por una DG, donde anteriormente habiamos reportado que se presentan bajos
niveles de PRL (Lemini et al., 2015), administramos PRL con la finalidad de elevar
los niveles de esta hormona, y demostramos que el tratamiento con PRL disminuye
la resistencia a la insulina inducida por una DG. Ademas, utilizando un modelo de
pérdida de funcién de la PRL, encontramos que los ratones rPrl-/- alimentados con
DG desarrollan mayor obesidad comparados con los animales silvestres alimentados
con la misma dieta, y presentan intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina
exacerbadas. Mientras que, en humanos, ampliando los resultados ya conocidos,
mostramos que pacientes hombres sensibles a la insulina tienen niveles mas altos
de PRL en suero que los pacientes resistentes a la insulina, independientemente de
su IMC. Con estos datos, podemos decir que la PRL tiene un papel importante en la
regulacion de la sensibilidad a la insulina. Para tratar de dilucidar como la PRL
podria preservar la sensibilidad a la insulina sistémica, evaluamos parametros del
tejido adiposo que se sabe estan estrechamente relacionados con el desarrollo de
resistencia a la insulina (expansién y funcionalidad de dicho tejido) durante la
obesidad. Encontramos que los efectos benéficos de la PRL sobre la sensibilidad a
la insulina pueden estar mediados por la estimulacién de la expansion saludable del
tejido adiposo (reduccion de la hipertrofia e incremento de la hiperplasia de los
adipocitos), la reduccion de la inflamacion del tejido adiposo (la inflamacion esta
relacionada positivamente con la resistencia a la insulina) y un aumento en la
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secrecion de adiponectina (adipocina que incrementa la sensibilidad a la insulina)
(Gao et al., 2013).

Es bien sabido que, durante la obesidad el exceso de grasa es almacenado en los
adipocitos existentes, proceso conocido como hipertrofia, o0 en nuevos adipocitos
formados a partir de células precursoras (hiperplasia), lo que involucra su
proliferacion, y posterior diferenciacién hacia adipocitos maduros, o adipogénesis
(Rosen y Spiegelman, 2014; Rutkowski et al., 2015). La hiperplasia es generalmente
considerada como un mecanismo benigno e incluso protector de la expansion del
tejido adiposo para contender contra el almacenamiento excesivo de grasa, mientras
gue una hiperplasia deficiente y una hipertrofia exagerada de los adipocitos esta
ligada a la pérdida de funcién del tejido adiposo y al desarrollo de sindrome
metabolico (Gustafson et al., 2013; Gustafson et al., 2015). Por el contrario, una
expansion saludable del tejido adiposo mantiene e incluso puede restaurar la
sensibilidad a la insulina sistémica (Kim et al., 2007). En este trabajo, nosotros
mostramos que el tratamiento con PRL estimula la hiperplasia de los adipocitos en el
TAB visceral y subcutaneo mientras que reduce la hipertrofia del TAB visceral de
ratas obesas resistentes a la insulina. Consistente con esta observacion, en la
ausencia de sefalizacion de PRL (raton rPrl-/-), encontramos que la obesidad
inducida por DG resulta en mayor hipertrofia de los adipocitos en ambos depdsitos
de grasa lo cual se asocia con un incremento de la resistencia a la insulina e
intolerancia a la glucosa. Sin embargo, en humanos no encontramos una relacion
entre los niveles de PRL y el tamafio de los adipocitos, probablemente por el nimero
de muestras analizadas y a un factor de gran variabilidad entre los pacientes que es
el tiempo durante el cual se ha padecido la enfermedad.

Como se menciond anteriormente, la produccién de citocinas proinflamatorias en el
tejido adiposo se ve desregulada durante la obesidad. Y la inhibicién de mediadores
proinflamatorios es otra via por la cual la PRL podria mejorar la sensibilidad a la
insulina y la funcionalidad del tejido adiposo. Se sabe que los adipocitos hipertréficos
liberan citocinas proinflamatorias, atrayendo macréfagos que crean un ambiente de
inflamacion en el tejido adiposo, y favorece el desarrollo de resistencia a la insulina.
Ademas, se ha publicado que la PRL ejerce efectos antiinflamatorios en otras
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enfermedades como la artritis (Adan et al., 2013). Nosotros encontramos que en
ratas el tratamiento con PRL reduce la expresion de Il1b y Ccl2 en el TAB visceral y
subcutaneo, respectivamente, y ambos IL-1p y CCL2 contribuyen a la resistencia a
la insulina mediada por inflamacién y disfuncionalidad del tejido adiposo en la
obesidad (Kanda et al., 2006; McGillicuddy et al., 2011). Mientras que en el raton
rPrl-/- no encontramos diferencias en la expresion de marcadores proinflamatorios,

posiblemente por efectos compensatorios desarrollados.

La pérdida de funcién del tejido adiposo durante la obesidad también se refleja en la
alteracién de la producciéon de adipocinas; en este estudio, analizamos el efecto de
PRL sobre varios marcadores de funcionalidad del tejido adiposo, encontrando una
relacion con adiponectina, PPARG vy el transportador 4 de glucosa (GLUT4).
Particularmente, en ratas encontramos que el tratamiento con PRL aumenta los
niveles de adiponectina en suero tanto en dieta control (DC) como en DG; mientras
que en el modelo de ausencia de sefalizacion de PRL no lo observamos. Sin
embargo, contrario a esto, se ha reportado que la PRL reduce la secrecion de
adiponectina en explantes de tejido adiposo (Nilsson et al., 2005) y en ratones
hembra transgénicos, donde se sobreexpresa la PRL provocando altos niveles de la
hormona, se presentan bajos niveles sistémicos de adiponectina (Nilsson et al.,
2005). Ademas, es importante sefialar que las diferencias entre las condiciones in
vitro e in vivo, género, estado fisioldgico y las concentraciones de PRL en cada
experimento pueden contribuir a estas discrepancias. Estudios clinicos demuestran
qgue los niveles circulantes de PRL correlacionan con la sensibilidad a la insulina
(Chirico et al., 2013; Wagner et al., 2014) y con adiponectina en suero en mujeres
con sindrome de ovario poliquistico (Albu et al., 2016). Por su parte, en humanos,
reportamos que los niveles de PRL en suero se asocian positivamente con los
niveles circulantes de adiponectina y con la expresion de marcadores de
funcionalidad del tejido adiposo, incluyendo ADIPOQ, PPARG y GLUT4. Ademas, en
este modelo (humanos), se sabe que el propio tejido adiposo produce PRL (Hugo et
al., 2008), asi que al evaluar la expresién de PRL en este tejido, encontramos que la
expresion de PRL en el TAB subcutaneo correlaciona con la expresion de ADIPOQ y

GLUT4 en este depdsito graso.
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Indagando sobre los posibles mecanismos por los cuales la PRL ejerce sus efectos
benéficos, encontramos que en ratas la PRL aumenta la expresion de Pparg y
Xbpls (isoforma por corte y empalme de la proteina 1 de unidon a la caja X),
probablemente por la accion directa de la PRL sobre los adipocitos. Ya que se ha
reportado que los receptores de PRL se expresan en el tejido adiposo (Ling et al.,
2000; Ling et al., 2003), en células precursoras de adipocitos y en los adipocitos
maduros (Macotela et al., 2012), y sus niveles son mas altos en células adiposas
viscerales comparado con las células subcutaneas (Macotela et al., 2012). Ademas,
se ha reportado que en la linea celular 3T3-L1 se incrementa la expresion del rPrl
durante su diferenciacién hacia adipocitos, y en este reporte concluyen que la PRL
actia sobre estas células estimulando su diferenciacion (Stewart et al., 2004). Se
propone que estos efectos de PRL ocurren a través de la activaciéon de su via
canoénica STAT5 (transductor de sefial y regulador de la transcripcion 5) (Stewart et
al., 2004), asi como incrementando la expresion de Cebpb y Pparg (Nanbu-Wakao
et al., 2000), factores que se conoce promueven el proceso de adipogénesis. En
este trabajo, mostramos que la PRL promueve la expresion de Pparg
exclusivamente en el TAB visceral en ratas bajo condiciones de DG. Es probable
qgue la PRL ejerza sus efectos protectores contra la resistencia a la insulina por esta
via, ya que se ha reportado que PPARy incrementa la sensibilidad a la insulina
(Ahmadian et al., 2013) a través de estimular la expresion de adiponectina (lwaki et
al., 2003), como se menciond anteriormente, una adipocina que promueve la
sensibilidad a la insulina. En nuestro trabajo, también observamos un incremento en
los niveles de adiponectina en el suero de estos animales bajo ambas dietas (DC y
DG), sin embargo, encontramos que la PRL estimula la expresién de Pparg solo en
condiciones de DG, por lo que el incremento de los niveles de adiponectina
inducidos por PRL bajo DC involucra otros factores. Uno de los factores que podria
estar involucrado es Xbp1ls, un factor de transcripcion activado por PRL en el tejido
adiposo mamario durante la lactancia (Gregor et al., 2013). Encontramos que la PRL
incrementa la expresion Xbpls en el TAB visceral de ratas alimentadas tanto en DC
como DG. Ademas se ha reportado que Xbpls induce adipogénesis a través de
aumentar la activacion transcripcional de Cebpa y Pparg (Sha et al., 2009; Cho et
al., 2014), que repercute en un aumento de la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a
la insulina en ratones delgados y obesos, incrementando ademas la secrecion de
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adiponectina (Sha et al., 2014). Fue inesperado que el tratamiento con PRL
aumentara los niveles de Xbpls en el tejido adiposo bajo DC y DG, pero que
aumentara Pparg so6lo bajo DG. Varios estudios han demostrado que muchos
efectos de PPARy ocurren en asociacion con obesidad o condiciones de DG
(Edvardsson et al., 1999; Yu et al., 2002; Lefebvre et al., 2010; Jonker et al., 2012).
Una explicacién para esto es que la grasa visceral (pero no la subcutanea) de los
ratones obesos es mas sensible a agonistas de PPARY (rosiglitazona) (Lefebvre et
al., 2010).

Existen otros efectos conocidos de la PRL que pueden contribuir al efecto benéfico
de la hormona sobre la homeostasis metabolica. Especificamente, la PRL promueve
la funcion de las células beta, no s6lo en roedores sino también en humanos
(Freemark et al., 2002; Huang et al., 2009), y en ratones estimula la sensibilidad a la
insulina en el higado, la sobreexpresion hepética del receptor de PRL promueve la
sensibilidad a la insulina, mientras que la delecion del receptor de PRL
especificamente en el higado incrementa la resistencia a la insulina (Yu et al., 2013).
En conjunto estos datos indican que el aumento en los niveles de PRL puede tener
un valor terapéutico contra la disfuncion metabdlica inducida por la obesidad,
teniendo como blanco no sélo el tejido adiposo sino otros 6rganos importantes en la

regulacion de la homeostasis metabdlica.

La accion benéfica de la PRL en el metabolismo y en la funcién del tejido adiposo se
ponen en manifiesto durante condiciones de obesidad. Contrario a nuestro trabajo,
en el 2012 se reportd que el raton rPrl-/- muestra una obesidad mas leve y sin
resistencia a la insulina en respuesta a una DG (Auffret et al., 2012), debido al
menos en parte a la aparicion de células beige en el TAB subcutaneo. Cabe
destacar, que en dicho estudio utilizaron ratones rPrl-/- de la cepa 129/SvJ, la cual
es conocida por ser resistente a la obesidad y a la diabetes (Almind y Kahn, 2004).
Por el contrario, en nuestro estudio utilizamos ratones rPrl-/- de la cepa C57BL/6
conocida por ser susceptible a la obesidad y la diabetes (Almind y Kahn, 2004).
Algunos mecanismos involucrados en la proteccién contra la obesidad y la diabetes
de la cepa 129/SvJ son el incremento de adipocitos beige, mayor capacidad

termogénica, y menor inflamacién en el tejido adiposo y una flora intestinal distinta
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(Mori et al., 2012; Ussar et al., 2015). La agravada alteracion metabdlica que
encontramos en nuestro estudio en los ratones rPrl-/- de la cepa C57BL/6 fue
consistente con el hecho de que no encontramos adipocitos beige en el TAB bajo
una DG.

Por otro lado, hay datos que aun requieren de mayor esclarecimiento y
profundizacién en su estudio. Por ejemplo, investigar cuales son los niveles de PRL
minimos para contrarrestar las alteraciones metabdlicas desencadenas por la
obesidad. En nuestro modelo de ratas tratadas con PRL, incrementamos los niveles
de esta hormona a 60-80 ng/mL, lo cual es equivalente a lo reportado en ratas
macho en respuesta al estrés (Krulich et al., 1975; Sylvester et al., 1989). Esto
implica que la PRL a concentraciones relativamente altas, pero en un rango
fisiolégico encontrado por ejemplo en etapas reproductivas en hembras, puede
proteger contra la disfuncion metabdlica. Sin embargo, podria ser posible que se
necesite un aumento menor en los niveles de PRL. Otro aspecto que debemos tener
en cuenta, es que la PRL no sélo podria tener efectos directos sobre los adipocitos,
sino también sobre otros tipos celulares del tejido adiposo. Y por ultimo faltaria
entender las diferencias especificas de los dos depodsitos de TAB (visceral y
subcutaneo), que hacen que la PRL tenga algunos efectos en uno, pero no en el

otro, por ejemplo, previniendo la hipertrofia del TAB visceral y no asi del subcutaneo.

En resumen, nuestro trabajo muestra que la PRL aminora la resistencia a la insulina
inducida por la obesidad a través de promover la expansion saludable y la funciéon
metabdlica del tejido adiposo por mecanismos que incluyen el incremento en los
niveles de Xbpls, Pparg, y adiponectina en el tejido adiposo. Dado que los bajos
niveles de PRL circulante correlacionan con la disrupcion de la homeostasis
metabdlica en pacientes, el restablecimiento o la elevacion de los niveles de PRL
podria ayudar a reducir la disfuncion metabdlica en individuos obesos con

resistencia a la insulina.
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VIIl. CONCLUSIONES

En este trabajo concluimos que la PRL participa en la regulacion de la resistencia a
la insulina y el funcionamiento del tejido adiposo en condiciones de obesidad. En
términos generales y basandonos en los 3 modelos experimentales utilizados
(ganancia de funcion en ratas, pérdida de funcién en ratones y analisis de
correlacion en humanos), la PRL previene algunas alteraciones metabdlicas
asociadas con la obesidad evitando la disfuncionalidad del tejido adiposo presente
en estas condiciones, es decir, mantiene una expansion saludable del tejido adiposo
estimulando la hiperplasia y evitando la hipertrofia. Ademas, la PRL mantiene un
ambiente saludable en la produccion de adipocinas durante la obesidad,
especificamente se correlaciona positivamente con la produccion de adiponectina
(factor que estimula la sensibilidad a la insulina) y la expresion de marcadores de la
funcionalidad el tejido adiposo como GLUT4, PPARG vy adiponectina, Yy
negativamente con la expresion de citocinas inflamatorias que estimulan resistencia
a la insulina. Este panorama general en el mantenimiento de la funcién del tejido
adiposo por parte de la PRL se traduce en una disminucién de la resistencia a la
insulina, es decir, también concluimos que la PRL estimula de manera sistémica la
sensibilidad a la insulina en condiciones de obesidad. Los mecanismos por los
cuales la PRL podria estar ejerciendo dichos efectos en el tejido adiposo, es a través
de estimular la expresion de Pparg y Xbpls. El primero, estimula la sensibilidad a la
insulina y aumenta la expresion de adiponectina, mientras que el segundo induce
adipogénesis aumentando la expresidbn de Cebpa y Pparg, y estimulando la
expresion y secrecion de adiponectina. En la Figura 7 se esquematizan a manera de
conclusion los posibles mecanismos que ejerce la PRL en el tejido adiposo en
condiciones de obesidad, representados en el adipocito, el principal componente
celular del este tejido, aunque podrian estar participando otros tipos celulares. Por
todo lo anterior, una propuesta original derivada de nuestro trabajo es que la PRL
puede tener un potencial terapéutico contras las alteraciones metabdlicas inducidas
por la obesidad a través de contrarrestar la disfuncionalidad del tejido adiposo y la

resistencia a la insulina.
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Figura 7. Mecanismos propuestos para explicar las acciones de la prolactina en el
tejido adiposo en condiciones de obesidad. Los resultados obtenidos en este proyecto se
muestran en lineas punteadas, mientras que las lineas continuas representan resultados
publicados anteriormente por otros grupos de trabajo. PRL: Prolactina, RPRL: Receptor de
prolactina, IL-1f: Interleucina 1 beta, PPARYy: Receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas, AdipoQ: Adiponectina, Xbpls: Isoforma por corte y empalme de la proteina

1 de unidn a X-box, RE: Reticulo endoplasmico.
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IX. PERSPECTIVAS

Este trabajo nos permiti6 demostrar que la PRL tiene un papel importante en la
regulacion de la funcion del tejido adiposo que repercute en la sensibilidad sistémica
a la insulina en la obesidad, sin embargo, se derivan los siguientes puntos

importantes para evaluar a futuro:

e Analizar cual o cuales son las células blanco (preadipocitos, adipocitos,

macrofagos y/o células endoteliales) de la PRL en el tejido adiposo.

e Evaluar si la PRL regula directamente la proliferacién y diferenciacion de los
preadipocitos, mecanismo que origina la expansion saludable del tejido

adiposo (hiperplasia).

e Analizar si la PRL regula directamente la sensibilidad a la insulina y la funcién

metabdlica de los adipocitos (lipdlisis, lipogénesis, absorcidén de glucosa).

e Evaluar si un farmaco comercial para consumo humano (levosulpirida), que
aumenta los niveles de PRL en suero puede aminorar las alteraciones

metabdlicas inducidas por una dieta alta en grasas.

e Determinar si la PRL participa en la regulacién de otros érganos metabdlicos
(higado y musculo) que también participan en la sensibilidad sistémica a la

insulina.
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Lemini M, Ruiz-Herrera X, Ledesma-Colunga MG, Diaz-
Lezama N, De los Rios EA, Lépez-Barrera F, Méndez I, Martinez
de la Escalera G, Macotela Y, Clapp C. Prolactin anterior pituitary
expression and circulating levels are reduced in obese and diabetic
rats: role of TGF-B and TNF-a. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol 308: R792-R799, 2015. First published February 25, 2015;
doi:10.1152/ajpregu.00327.2014.—The levels of the hormone prolac-
tin (PRL) are reduced in the circulation of patients with Type 2
diabetes and in obese children, and lower systemic PRL levels
correlate with an increased prevalence of diabetes and a higher risk of
metabolic syndrome. The secretion of anterior pituitary (AP) PRL in
metabolic diseases may be influenced by the interplay between trans-
forming growth factor 3 (TGF-f3) and tumor necrosis factor a (TNF-a),
which inhibit and can stimulate AP PRL synthesis, respectively, and
are known contributors to insulin resistance and metabolic complica-
tions. Here, we show that TGF-B and TNF-a antagonize the effect of
each other on the expression and release of PRL by the GH4CI
lactotrope cell line. The levels of AP mRNA and circulating PRL
decrease in high-fat diet-induced obese rats in parallel with increased
and reduced AP levels of TGF-B and TNF-a mRNA, respectively.
Likewise, AP expression and circulating levels of PRL are reduced in
streptozotocin-induced diabetic rats and are associated with higher AP
expression and protein levels of TGF-B and TNF-a. The opposing
effects of the two cytokines on cultured AP cells, together with their
altered expression in the AP of obese and diabetic rats suggest they
are linked to the reduced PRL production and secretion characteristics
of metabolic diseases.

prolactin; TGF-B; TNF-a; obesity; diabetes

OBESITY AND ITS ASSOCIATED disorders, such as Type 2 diabetes,
constitute the most prominent socioeconomic health-related
burden in the developed world and parts of the underdeveloped
world. Obesity and diabetes are characterized mainly by alter-
ations in glucose and lipid metabolism but also in the hormonal
and cytokine milieu. Understanding how such changes arise
and lead to further complications is essential to developing
effective therapies against these metabolic diseases. Prolactin
(PRL) is a peptide hormone secreted mainly by the anterior
pituitary gland (AP) and is known for its fundamental role in
lactation; however, PRL exerts a wide variety of actions in
reproduction, osmoregulation, brain function, immune re-
sponse, and angiogenesis (16, 25). A very relevant, but still
underappreciated, role of PRL is the regulation of energy
homeostasis and, particularly, its possible contribution to the
development and progression of metabolic syndrome and dia-

Address for reprint requests and other correspondence: Y. Macotela, Instituto de
Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Campus
UNAM-Juriquilla, 76230 Querétaro, México (e-mail: macotelag@unam.mx).
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betes. Recently, large cohort studies have shown that high
circulating PRL levels correlate with reduced prevalence of
glucose intolerance and Type 2 diabetes in adults (6, 60) and
that low PRL serum levels are observed in obese children
compared with lean controls and constitute a predictive factor
for progression toward metabolic syndrome (15). Therefore,
identifying factors responsible for the downregulation of PRL-
circulating levels in obesity and diabetes has potential value for
the treatment of these metabolic disorders.

In the present work, we investigated whether the production
of PRL is downregulated in the AP of obese and diabetic rats
and evaluated whether alterations in the AP expression of
TGF-B and/or TNF-a correlated with these changes. TGF-$
and TNF-a increase in the circulation of obese and diabetic
patients (15, 19, 29, 61, 63) and play important roles in insulin
resistance and diabetes pathophysiology (59, 61). Also, these
cytokines and their receptors are ubiquitously expressed in a
variety of tissues from rodents and humans, including the AP
PRL-producing cell (lactotrope) (17, 65), where TGF-@ inhib-
its (24, 49) and TNF-a can stimulate (27, 36), but also inhibit
(30, 58), PRL synthesis and release; however, there is little or
no information regarding the actions of TNF-a or TGF-$ on
PRL secretion in the context of metabolic diseases.

MATERIALS AND METHODS

GH4C1 cell culture. GH4C1 cells are a subclone of the cell line
GH3 isolated from an AP rat tumor that produces both growth
hormone and PRL (56). The stock line was maintained between
passages 3 and 10. GH4C1 cells were cultured in F10 medium (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO) supplemented with 15% heat-inactivated
horse serum (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA), 2.5% heat-inactivated
FBS (Gibco), and 1% penicillin-streptomycin at 37°C in 5% COx.
Subconfluent GH4C1 cell cultures (5 X 10° cells/well in 24-well
plates or 10° cells/well in 12-well plates) were plated and incubated
for 48 h. Medium was then changed to high-glucose DMEM-contain-
ing 0.5% FBS and antibiotics for 24 h, and the cells were treated with
different concentrations of TGF-B and/or TNF-a for 48 h. Recombi-
nant human TGF- and TNF-«a were purchased from R&D Systems
(Minneapolis, MN). The concentrations of both cytokines were com-
parable to those used previously in similar in vitro studies (18, 27). At
the end of the incubation, the cells were counted, and their viability
was evaluated by the dye-exclusion method.

Animal models of obesity and diabetes. Male Wistar rats were
housed under standard laboratory conditions (22°C; 12:12-h light-
dark cycle, free access to food and water). All animal procedures were
approved by the Bioethics Committee of the Institute of Neurobiolog
of the National University of Mexico and comply with the U.S.
National Research Council’s Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals (8th ed., National Academy Press, Washington, D.C.).
To induce obesity, 4-wk-old rats were fed with a 60% high-fat diet
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(HFD) (Open Source Diet D12492; Research Diets) or a standard
chow (CD) in which 13% of calories comes from lipids (Laboratory
rodent Diet 5001, LabDiet, Richmond, IN). To induce diabetes, male
Wistar rats (250-300 g) were injected with a single intraperitoneal
dose of streptozotocin (STZ; 60 mg/kg in citrate buffer, at pH 4.5)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or vehicle (citrate buffer) after an
overnight fast. Rats with a blood glucose concentration =250 mg/dl
were considered diabetic. After 10 wk on the HFD or 6 wk after the
STZ injection, animals were anesthetized by CO, inhalation followed
by decapitation between 1000 and 1400 to determine the AP mRNA
and circulating levels of PRL, TGF-B, and TNF-a. TGF-f and TNF-«
protein levels were also evaluated in the AP of control and diabetic
rats 6 wk after STZ injection. To avoid stress-induced PRL release,
animals were handled daily for 7 days before death.

Blood glucose and insulin tolerance test. After rats were either
fasted overnight or not fasted, blood glucose levels were measured
with a glucometer. Blood was collected from the tip of the tail using
a lancet needle. ITT was performed by intraperitoneal injection of
0.75 U/kg insulin (Humulin R, Eli Lilly, Indianapolis, IN) after a 1-h
fast, and blood glucose was evaluated before (time 0) and at 15, 30,
60, and 120 min after insulin.

Real-time quantitative RT-PCR. Total RNA was extracted from
frozen AP or cultured GH4C1 cells using the guanidine isothiocyanate
method, and cDNA was synthesized using the high-capacity cDNA
reverse transcription kit (Applied Biosystems, Warrington UK). PCR
products were detected and quantified with Maxima SYBR Green/
ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific, Auburn, AL) in a 10-pl
final reaction volume containing template and 0.5 pM of each of the
primer pairs for rat PRL: forward 5'-TGG CAG AAC AGA AGG
TTT GA-3', reverse 5'-CCA TGA ACA GCC AAG TGT CA-3'; rat
TNF-a: forward 5'-GGG CTT GTC ACT CGA GTT TT-3', reverse
5'-TGC CTC AGC CTC TTC TCA TT-3'; and rat TGF-B: forward
5'-CAC GAT CAT GTT GGA CAA CTG CTCC-3', reverse 5'-CTT
CAG CTC CAC AGA GAA GAA CTGC-3'. Amplification per-
formed in the CFX96 real-time PCR detection system (Bio-Rad,
Hercules, CA) included a denaturation step of 10 min at 95°C,
followed by 40 cycles of amplification (10 s at 95°C, 30 s at the primer
pair-specific annealing temperature and 30 s at 72°C). The PCR data
were analyzed by the 2722€T method, and cycle thresholds were
normalized to the housekeeping genes GAPDH (in AP) or /8S (in
GHA4CI cells) to calculate the expression levels of genes of interest.
Different housekeeping genes were used because the expression of
GAPDH was very stable in the APs from the different groups of rats,
but not in GH4C1 cells, where its expression varied among treat-
ments. 18S was a good constitutive expression gene in the cell line.

PRL, TGF-B, and TNF-a levels. PRL was measured in serum of
CD- and HFD-fed rats by conventional radioimmunoassay (RIA)
using standard procedures and reagents provided by the National
Hormone and Pituitary Program and by Dr. A. F. Parlow (Harbor
University of California, Los Angeles Medical Center) or in control
and STZ-induced diabetic rats by the Nb2 cell bioassay, a standard
procedure based on the proliferative response of the Nb2 lymphoma
cells to PRL (55). Serum TGF-B and TNF-a were quantified by
ELISA from R&D Systems (Minneapolis, MN) and BD Biosciences
(San Diego, CA), respectively. AP TGF-B and TNF-« levels were
measured by ELISAs from Cloud-Clone (Houston, TX) and Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO), respectively, that were designed to evaluate
tissue lysates.

Statistics. All data were replicated in three or more experiments.
The statistical analyses were performed using the Sigma Stat 7.0
(Sigma Stat 7.0; Systat Software, San Jose, CA) and the GraphPad
Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA) software. Statistical differ-
ences were determined by the Student’s #-test (between two groups) or
by ANOVA (for more than two groups). Differences comparing a
combination of two factors (TGF-B or TNF-a) were analyzed by a
two-way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. The effect of
different doses of only TGF-B were evaluated using one-way

R793

ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. The threshold for
significance was set at 5%.

RESULTS

Opposing effects of TGF-3 and TNF-a on PRL expression
and release by GH4C1 cells. Consistent with the effects shown
on AP primary cultures (36, 49), TGF-{ inhibits (18, 24), while
TNF-a stimulates (27), PRL expression by the GH3 or GH4
lactotrope cell lines. Here, we confirm these findings in GH4C1
cells, a cell line derived from the somatomammotropic GH3
cells, which in contrast to their precursors primarily produce
PRL (56). We show that treatment with different concentra-
tions of TGF-B reduced the levels of PRL mRNA in cell
lysates (Fig. 1, A and B) and of PRL in the cell-conditioned
media (Fig. 1, E and F). Both effects were prevented and, in
some cases, turned into stimulation by the coaddition of a high
concentration of TNF-a (50 ng/ml) (Fig. 1, B and F); more-
over, stimulation by this TNF-a concentration was reduced in
the presence of the higher concentrations of TGF-f (Fig. 1, B
and F). Similarly, we found that TNF-q, at various concentra-
tions, stimulates PRL mRNA and secreted protein levels, and
showed that stimulation was blocked by the coincubation with
a maximal inhibitory concentration of TGF-$ (10 ng/ml) (Fig.
I, C and G). The antagonism between the two factors was
further illustrated when cells were treated with high concen-
trations of both cytokines simultaneously, in which case, the
levels of PRL mRNA and secreted protein were significantly
different from those observed when the cells were treated with
each cytokine alone and similar to those of the control, un-
treated cells, essentially cancelling each other’s effects (Fig. 1,
D and H). Neither TGF-3 nor TNF-«a at their high inhibitory
(10 ng/ml) or high stimulatory (50 ng/ml) concentration mod-
ified the viability or the number of cells (Fig. 1, I and J).

PRL, TGF-B, and TNF-a AP mRNA and serum levels are
modified in HFD-fed rats. Next, we investigated whether PRL
levels were altered in rats fed a HFD, a widely accepted model
of obesity and metabolic syndrome (1). After 10 wk on a HFD,
the rats showed a 30% increase in body weight (Fig. 24), and
they were hyperglycemic in fasted and fed states (Fig. 2B) and
insulin-resistant, as evaluated by the insulin tolerance test (Fig.
2C). While both groups responded similarly to a high bolus of
exogenous insulin, glucose levels remained higher at all time
points in HFD-fed rats compared with controls. Similar curves
are commonly observed in this type of experiment and imply
that, because of insulin resistance, endogenous insulin is not
able to maintain normoglycemia.

The HFD-fed rats showed a 46% reduction in AP PRL
mRNA levels, in line with a similar decrease (45%) in serum
PRL levels (Fig. 3, A and D). TGF- mRNA values increased
by 3.5-fold, and those of TNF-a decreased by 56% in the AP
of HFD-fed rats compared with CD-fed animals (Fig. 3, B and
C). The levels of both TGF-B (P = 0.008) and TNF-a (P =
0.006) increased in the circulation of obese animals (Fig. 3, E
and F).

PRL, TGF-B, and TNF-a AP mRNA and serum levels are
modified in STZ-induced diabetic rats. We then investigated
whether similarly altered PRL, TGF-@, and TNF-a AP mRNA
and serum levels found in the HFD-induced obesity model
could be observed in other diabetes models, particularly in the
STZ-treated rat, a well-characterized model of Type 1 diabetes
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Fig. 1. Antagonism of TNF-a and TGF- actions on prolactin (PRL) expression and release in GH4C1 cells. PRL mRNA expression was evaluated by qRT-PCR
in cell lysates (A, B, C, D), and PRL levels were measured by RIA in the culture medium (E, F, G, H) of GH4CI cells treated or not with a series of TGF-f8
(A, B, E, F) or TNF-a (C, G) concentrations with (B, F) or without high TNF-a (50 ng/ml) (A, B, E, F) or TGF-B (10 ng/ml) (C, G). PRL expression (D) and
protein levels are shown in culture medium (H) and in the absence (CTRL) or presence of 10 ng/ml TGF- or 50 ng/ml TNF-« alone or in combination. Viability
relative to total number of cells (/) and number of cells after incubation (/) with or without TGF-B (10 ng/ml) or TNF-a (50 ng/ml) during 48 h. Values are
expressed as means = SE from four independent experiments. *P << 0.05 vs. 0, analyzed by a one-way ANOVA and Bonferroni comparison test (A, E). *P <
0.05 vs. respective 0 or CTRL. #P < 0.05 vs. each cytokine alone, analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni comparison test (B, C, D, F, G, H).

(33). Six weeks after a single intraperitoneal injection of STZ,
rats showed a 21% reduction in body weight and marked
hyperglycemia, compared with control, vehicle-treated rats
(Fig. 4, A and B). PRL AP mRNA and circulating levels were
reduced by 26% and 85%, respectively, in STZ-treated com-
pared with control rats (Fig. 5, A and D). Of note, the serum
PRL values in control rats were slightly higher than expected
for normoprolactinemia and may reflect a mild stress response
to the handling procedure. AP TGF-f and TNF-a mRNA
values increased significantly in STZ-injected rats (P = 0.0006
and P = 0.03 vs. control for TGF-B and TNF-a, respectively)
(Fig. 5, B and C). Moreover, in line with their mRNA levels,

the protein values of both cytokines increase in the AP of
STZ-treated rats compared with control animals (P = 0.048
and P = 0.002 vs. control for TGF-f and TNF-a, respectively)
(Fig. 5, B and C). The serum levels of TGF- were reduced
(P = 0.011) in STZ-treated rats compared with control rats,
while those of TNF-a were increased (P = 0.047) (Fig. 5, E
and F).

DISCUSSION

PRL functions as a metabolic hormone. It affects metabolic
homeostasis by promoting the proliferation, survival, and in-

AJP-Regul Integr Comp Physiol « doi:10.1152/ajpregu.00327.2014 « www.ajpregu.org

2102 ‘21 Aepy uo g'ee°022'01 Aq /610 ABojoisAyd nbaudle//:dny wouy papeojumoq

76



ANTERIOR PITUITARY PRL, TGF-B, AND TNF-a IN OBESE AND DIABETIC RATS

750 180 p=002 160 1
)
__ 600 7 — 135 . P=00001 =120
C] % 9 g
-
5450 é E
g § 90 i) g 80
g0 g g
e 9 s O 40 |
150
0 . 0 0+
° 5 10 CD HFD CD HFD 0
Weeks Fasted Fed

sulin production of pancreatic B-cells (26, 57), and by stimu-
lating food intake (11), liver insulin sensitivity (64), and
adipose tissue growth and function (8). Large cohort clinical
studies showed that reduced PRL serum levels, within the
physiological range, are associated with diabetes and impaired
glucose regulation (6, 60). Also, lower PRL circulating levels
in obese children correlate with increased insulin resistance,
inflammation, and body mass index (15). Consistent with the
clinical studies, circulating levels of PRL are reduced in
STZ-treated diabetic rats (9, 54), in mice rendered obese by
chemical means (51), and in the ob/ob (38) and db/db mouse
(50) models of diabetes and obesity. The 24-h pattern of
plasma PRL levels is also disrupted in HFD-fed male rats
(13), and serum PRL levels are reduced in HFD-fed female
mice (52).

Here, we confirmed the reduced circulating levels of PRL
found in STZ-induced diabetes in rats and found lower PRL
serum levels in obese male rats fed a HFD. Moreover, we show
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Fig. 2. High-fat diet for 10 wk induces in-
creased body weight, hyperglycemia, and
insulin resistance in rats. Body weight (A),
blood glucose levels in the fed and fasted
states (B), and insulin tolerance (C) were
evaluated in rats fed with a control (CD) or
with a high-fat diet (HFD) for 10 wk. Values
are expressed as means * SE of 5-12 ani-
mals per group. *P < 0.05 vs. CD analyzed
by Student’s r-test.
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that PRL mRNA levels are also reduced in the AP of both
STZ-induced diabetic and HFD-fed obese rats, suggesting that
downregulation of PRL synthesis contributes to the decrease in
systemic PRL. Lower PRL mRNA levels may also reflect a
reduction in the number of lactotropes. Along this line, the AP
PRL content and the number of AP PRL secretory granules and
lactotropes are reduced, and lactotrope apoptosis is increased
in STZ-induced diabetic rats (3, 4, 62).

Dopamine (DA) is the main inhibitor of AP PRL synthesis
and release (7), and several DA-dependent and independent
factors may act centrally and locally to regulate AP PRL
synthesis and release in metabolic diseases (37, 43). Increased
fat mass, hyperinsulinemia, and hyperleptinemia may modify
PRL secretion in obesity and diabetes (37). However, both
HFD-fed obese rats and STZ-induced diabetic rats show re-
duced AP PRL synthesis and release despite their opposite
changes in weight gain (Refs. 1 and 33, present results), leptin
(5, 53), and insulin (33, 44) levels, suggesting that other factors

P=0.04
(6)
(6)
Fig. 3. PRL, TGF-B, and TNF-a anterior pituitary expres-
sion and their serum levels are altered in HFD-induced obese
S— rats. Anterior pituitary (AP) expression of PRL (A), TGF-
cb HFD (B), or TNF-a (C) were evaluated by qRT-PCR, serum
levels of PRL (D) were evaluated by RIA, and those of
£=0.006 TGF-B (E) and TNF-« (F) by ELISA in rats fed with control
(CD) or with a high-fat diet (HFD) for 10 wk. Values are
(100 expressed as means = SE. Numbers inside parentheses
indicate n values. P values are provided above each panel.
(12)
CcD HFD
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Fig. 4. Streptozotocin injection results in body weight loss and hyperglycemia
in rats. Body weight (A) and blood glucose levels (B) were evaluated in rats 6
wk after a single intraperitoneal injection of vehicle (CTRL) or streptozotocin
(STZ: 60 mg/kg). Values are expressed as means *= SE. Numbers inside
parentheses indicate n values. P values are provided above each panel.

besides increased fat mass, hyperleptinemia, and hyperinsulin-
emia may affect PRL levels in these animals. In search of PRL
regulators common to both models, we evaluated TGF-f3 and
TNF-a.

TGF-B and TNF-a increase in the circulation of obese and
diabetic humans (15, 19, 29, 61, 63), HFD-fed rodents (20, 61),
and STZ-diabetic rats (4, 21, 22). TGF-$ promotes adiposity
and glomerular pathology in obesity and diabetes, and both the
adipose and renal tissues are major sources of TGF-f released
into the circulation (14, 22, 23, 61). Also, TNF-« is produced
and released by stressed adipocytes from fat depots and by
activated macrophages from tissues such as fat, muscle, and
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Fig. 5. Levels of PRL, TGF-B, and TNF-«
mRNA in the anterior pituitary and the cor-
responding proteins in serum are altered in
STZ-induced diabetic rats. Anterior pituitary
(AP) mRNA levels of PRL (A), TGF-$ (B),
and TNF-a (C) were evaluated by qRT-PCR,
serum levels of PRL (D) were evaluated by
the Nb2 cell bioassay, and AP and serum
levels of TGF-B (B, E) and TNF-a (C, F)
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liver to have local and systemic effects on metabolism, inflam-
mation, and vascular function (29, 31). Of note, both cytokines
have direct effects on PRL secretion. TGF-B inhibits and
TNF-a can stimulate PRL synthesis and release by cultured
lactotropes (18, 24, 27, 36, 49). Because both cytokines in-
crease in obesity and diabetes, we investigated the outcome of
their combined treatment on PRL secretion by the GH4Cl
lactotrope cell line. We observed that TGF-$ inhibited and
TNF-a stimulated PRL synthesis and release in a dose-depen-
dent manner, and these effects did not appear to involve altered
cell viability or proliferation. Notably, the two cytokines an-
tagonized the effect of each other, suggesting that their relative
concentrations could determine whether PRL synthesis is up-
regulated or downregulated. We hypothesized that, if these
cytokines were involved in the PRL downregulation seen in
obesity and diabetes, TGF-$ inhibitory effects would prevail
over the stimulatory action of TNF-a.

Our findings measuring the circulating concentrations of
both cytokines agree with studies showing increased TGF-3
levels in HFD-fed rodents and of TNF-a in HFD-fed and
STZ-treated rats. However, in contrast to previous work (22),
TGF-B systemic levels were reduced in STZ-treated diabetic
rats. The reason for this discrepancy is unclear. TGF-$ in
serum may represent TGF- released by the kidney due to
diabetic nephropathy (14). It is possible that the earlier stage of
nephropathy associated with the shorter exposure to diabetes in
our study (6 vs. 10 wk) influenced TGF-§ circulating levels.
However, TGF- and TNF-a values affecting PRL secretion in
the pituitary milieu may not necessarily mirror their circulating
levels. Both cytokines are expressed in the AP. The production
of TGF-f appears to be restricted to folliculostellate cells (32)
and lactotropes (10). In the latter, TGF-B synthesis is upregu-
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lated by dopamine and downregulated by estrogens to modu-
late PRL secretion and lactotrope proliferation (10, 46, 48).
TNF-a is produced by AP macrophages and somatotrophs (2).
Therefore, an important question is whether the levels of
TGF-B and TNF-a are altered in the AP under the conditions
of obesity and diabetes.

To our knowledge, this is the first report showing that the
expression of TGF-f increases and that of TNF-a decreases
in the AP of HFD-induced obese rats, reciprocal changes
that, if translated into opposite protein levels, could together
explain the decrease in PRL synthesis and release. We also
show that the AP mRNA and protein levels of TGF- and
TNF-a are upregulated in STZ-induced diabetic rats. The
increase in TNF-a expression is consistent with a previous
report showing elevated levels of the TNF-« protein in the AP
of STZ-induced diabetic rats that were investigated as a mech-
anism inducing the apoptosis-mediated loss of lactotropes
occurring in diabetes (4).

The higher expression of both TGF-f and TNF-«a in the AP
of diabetic rats, the reduced levels of circulating TGF-$ in
diabetes, and the systemic rise of TNF-a in obesity and
diabetes are difficult to reconcile with the lower expression and
circulating levels of PRL. From the cell line data, an increase
in TNF-a would cancel out the inhibitory effect of TGF-3 on
PRL. A possible explanation for a prevailing effect of TGF-$
in spite of the upregulation of TNF-a may relate to the
endogenous concentrations of the two cytokines and their
receptor binding affinities. In diabetic rats, the AP concentra-
tions are similar (122 vs. 72 pg/mg of protein for TGF- and
TNF-a, respectively) but the Ky value (50 pM) of the TGF-$
receptor-2 (TGF- R-2) is 20- and 7-fold lower than the Ky
values of the TNF-a R-1 (1.23 nM) and the TNF-a R-2 (0.35
nM), respectively (40, 47). TGF- R2 forms a heteromeric
complex with TGF-B Rl and is essential for all TGF-B-
induced signaling (40, 45). Moreover, the circulating levels of
TGF-B measured in diabetic (316 pg/ml, i.e., 25.3 pM) and in
HFD-fed (674 pg/ml, i.e., 53.9 pM) rats are similar to the Ky
concentration of the TGF- R-2, whereas the systemic levels
of TNF-« in diabetic (47 pg/ml, i.e., 2.8 pM) and HFD-fed (39
pg/ml, i.e., 2.3 pM) rats are more than 400- and 100-fold lower
than the Ky values of the TNF-a R-1 and TNF-a R-2, respec-
tively. Therefore, it is possible that TGF-B would be more
effective than TNF-a at their endogenous levels. Alternatively,
it should also be noted that the effect of TNF-a may not occur
or may turn into inhibition, depending on complex in vivo
interactions. Concentrations of TNF-a similar to those found to
be stimulatory in our study, may have either no effect (41),
inhibit PRL release (30, 58), or promote lactotrope apoptosis
(12), depending on the duration of TNF-« exposure, and on the
sex, influence of gonadal steroids, and age of animals from
which the cells were obtained. Also, lactotrope apoptosis
occurs in STZ-treated rats (4), so it is possible that STZ-
mediated upregulation of TNF-a could help lower AP PRL
indirectly by promoting lactotrope apoptosis.

The altered pituitary TGF-B and TNF-a expression profiles
and circulating levels found in obesity and diabetes, together
with the direct reciprocal effects of the two cytokines on AP
PRL synthesis and release, suggest that TGF- and TNF-«
play both local and systemic regulatory roles to inhibit PRL
secretion in metabolic diseases. Evaluating whether specific, in

R797

vivo blockage of the two cytokines in the AP milieu modifies
PRL secretion should test this putative causative link.

The functional interaction between TGF-f3 and TNF-« raises
the question of what controls their AP production in obesity
and diabetes. TGF-f is upregulated by DA in lactotropes (46,
48) and may be linked to the overactivation of hypothalamic
DA occurring in obesity (51, 52) and diabetes (54). Production
of TNF-a in the AP could be a stress response (34). TNF-a can
affect the secretion of ACTH by AP cells (28), and TNF-a is
upregulated in the AP by a relatively weak, systemic inflam-
matory stress (34), which occurs in obesity (39) and Type |
diabetes (42). Chronic poor metabolic control also triggers
TNF-a expression (21), and hypoglycemia stimulates PRL
secretion in poorly controlled diabetic patients (35). Further
research is needed to investigate whether the altered expression
of TGF-B and TNF-« in the AP could influence metabolic
disorders by other mechanisms besides PRL.

Perspectives and Significance

The present study demonstrates that reduced AP PRL secre-
tion in obese and diabetic rats correlates with altered changes
in the AP expression of two metabolically relevant cytokines,
TGF-B and TNF-a. We hypothesize that an imbalance in the
AP between the two cytokines, derived from their altered local
and systemic levels, favors PRL downregulation in metabolic
disorders. These findings help establish the context of TGF-3
and TNF-a regulation of PRL, a hormone with recognized
influence on metabolic homeostasis that, when downregulated,
may aggravate metabolic alterations resulting from obesity and
diabetes. However, further studies are needed to prove these
hypotheses.
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