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1. INTRODUCCION

La mainutrición proteico-energéticapuede considerarseun problema de

importanciarelevantepor estarmuy estendidaen el TercerMundo; pero, además,

es un modeloexperimentalinteresanteparaaportardatosacercade las capacidades

adaptativasde los mamíferosen cuantoa la secreciónde insulina.

1.1. ESTRUCTURAENDOCRINA DEL PÁNCREAS

El páncreasesun órganocomplejoqueestáformadopor célulassecretoras

endocrinasy otras no endocrinas.Ambos componentesestán integrados en su

función, produciendopor una parte las enzimaspara la digestión (páncreasno

endocrino)y por otra las hormonasque regulanel metabolismode los nutrientes

digeridos(páncreasendocrino).

Del volumen total del órgano, el páncreas endocrino representa

aproximadamentedel 2 al 3% y seencuentradispersoen el tejido exocrinoformando

unos microórganosdenominadosislotes de Langerhans.Estas estructurasfueron

descritaspor primeravez por PaulLangerhansen su tesis doctoralen 1869aunque

su funciónendocrinano sedescubrióhasta1889 cuandoMinkowski y Von Mering

establecieronla relaciónde la glándulacon el metabolismode los carbohidratosy

la diabetes(Von Mering y Minkowski, 1889).

Los islotes adultos contienen más del 90% de las células endocrinas

pancreáticas,apareciendoel resto de forma individual o formando pequeñas

agrupaciones.Los tipos celularesidentificados histológicamenteen los islotes de

Langerhanshansido las células A, B, D, PPy Dl; de ellas, las cuatroprimerashan

sido funcionalmenteidentificadas.Las células A (15-20% de la masaendocrina)

contienenglucagón,un péptidocuyaacciónhiperglucemiantefue descubiertaen 1923
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(Grimelius y cols., 1978), aunquesu localizacióncelular no fue establecidahasta

1962 (Baum y cols., 1962).Las célulasB (70-80%de la masaendocrina)contienen

insulina, aisladapor primera vez por Banting y Best (Banting y Best, 1922) y

localizadadentrode las células B por Lacy (Lacy, 1959). Las células D fueron

identificadas en 1931 (Bloom, 1931) y en 1975 se encontró que contenían

somatostatina(Orci y cok., 1975), un potente inhibidor de muchas funciones

endocrinas,incluyendola liberación de todaslas hormonaspancreáticas(Gerichy

cois., 1976). Por último, las células PP son las productorasde polipéptido

pancreático.

En la mayoría de las especieslas células B se localizan en los islotes

formandoun densonúcleohomocelulary se encuentranrodeadasdel restode tipos

celularesque forman asíunacortezaheterocelular.Estadisposiciónsugierequelas

célulasde la corteza,que recibenprimerolos estímulos,procesanla informaciónque

ingresay actuanconjuntamentepararegularla función de lascélulasB; esdecir, la

respuestainsulino-secretorade las célulasE va a dependerno sólo del númeroe

integridadde las células,sino tambiénde la microanatomíay organizaciónfuncional

del islote. Paraqueseproduzcaunabuenarespuesta,senecesitala cooperatividad

del restode las célulasde los islotes (Pipeleersy cols., 1981).

En comparacióncon el componenteno endocrino,los islotes recibende 5 a

10 vecesmássangrepor volumende tejido (Lafsony cols., 1992). El grannúmero

de vasos sanguíneosresulta en una morfología en la que las células B están

frecuentementerodeadaspor doso máscapilares(Mc Cuskyy Chapman,1969).A

suvez, los islotespancreáticosestáninervadospor víasparasimpáticascolinérgicas,

simpáticasadrenérgicasy variosnerviospeptidérgicos.Estostres tipos de neuronas

no parecenestarasociadosconun tipo particulardecéluladel islote (Richeus,1945).
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1.1.1.Desarrollode las célulasB

El desarrollode las células pancreáticasha sido exhaustivamenteestudiado

por Mc Evoy (Mc Evoy, 1981). El día 16 de gestaciónlascélulasB estánpresentes

pero de forma dispersay las células A son las más numerosas,representandoal

menosel 2% de la masa total del páncreasy el 96% de la masa de células

endocrinas.

Duranteel periodoanterioral nacimientohay un rápidoaumentoen la masa

de todaslascélulasendocrinasy particularmentedelascélulasB; concretamente,en

los fetos de rata,el aumentode la masade célulasB es másdel dobleentrelos dos

últimos díasde vida intrauterina(entreel día20 y 22) (Hellerstrom, 1984). Así, al

nacimiento,las célulasB sonel tipo predominante,representandoel 65% de la masa

total endocrina,siendoel 32% de célulasA y el 2.5% de célulasD. En el periodo

prenataltemprano, el día 4 de vida, se ha observadotambiénun aumentomuy

marcadode la masade célulasB; éstase mantieneconstanteentrelos días 10 y 20

de vida y aumenta10 veceshastael día 210 de vida (Portha,1990). En contraste,

el volumende célulasA en el día50 no difirió del observadoel día210y lascélulas

D alcanzaronsu volumenmáximoen el día35. Estosdatossugierenqueen las ratas

el volumende célulasB muestraun continuoaumentocon la edad,mientrasque el

volumende células A y D marcaun valor máximorelativamenteprontoen la vida

del animal.

1.1.2. Crecimientode las célulasde los islotesy factoresimplicados

A lo largodela vida de un animal,en el desarrollo,crecimientoy madurez,

la masade células B varíay estáreguladaparamantenerunos nivelesnormalesde

glucemia(Swenne,1992). Si esta homeostasisfalla y hay una pérdidarelativao
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absolutade células B, la diabetespuede aparecer. Para la homeostasis,esta

regulaciónva a implicar tantoun aumentocomounadisminuciónen las masade

célulasB, y los mecanismospor los queseva a llevar a cabovan a sercambiosen

el índice de replicación/muerte,en el volumen individual de las células y en la

diferenciaciónde nuevosislotes.Estoscambiosvan a ocurrir tambiénen situaciones

comola gestación,obesidady, en definitiva, en cualquierestadoen el quevaríela

demandafuncional.

Hay dosvíasde crecimientotantoen etapasde desarrollocomoen respuesta

a una mayor demanda:a) expansiónpor replicacióno hipertrofia de células B

preexistentesy b) crecimiento de nuevos islotes por diferenciación del epitelio

pancreáticoductal.

Expansiónde la masade célulasRapartir de célulasRpreexistentes

Duranteel desarrollo,la masade célulasB seexpandepor diferenciaciónde

nuevascélulas,pero, en estadosfetalesposteriores,se diferencianpor replicación

de célulasB preexistentes(Hellerstromy cols., 1988). Despuésdel nacimiento,el

principal medio de expansiónes la replicaciónpero con una capacidadque va

disminuyendocon la edad.

El reguladorfisiológico másimportanteparael crecimientode las célulasB

esprobablementela glucosa.Esteefectoestimuladorseha encontradotanto ¡ti vivo

(Logothetopoulosy cols., 1983)como¡ti vitro (Sweene,1982).Apartedela glucosa,

la manosao una mezclade aminoácidosesenciales,que son metabolizadospor la

célulaB, estimulanla replicación(King y Chick, 1976),mientrasque la inhibición

del metabolismodela glucosa(King y cois., 1978)y losazúcaresno metabolizables

no estimulanla replicación(King y Chick, 1976). Todosestosdatosindicanque la
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replicacióndelascélulasB, en paralelocon la biosíntesisy la liberacióndeinsulina,

está tambiénligadaal metabolismode los sustratosreguladores.

Los miembros de la familia de la hormona de crecimiento (lactógeno

placentarioy prolactina),son otros de los estímulosa considerar.Los estudios¡ti

vivo sehancentradoenla gestación,yaqueel incrementode la demandametabólica

en este estadoestá acomodadaa cambios en la respuestainsulino-secretoray

aumentode la masade célulasB. En la rata, en el día20 de gestación,la masade

célulasB aumentaun 50% con respectoal valor de las ratasvírgenes(Merynissen

y cols., 1983), debido tantoa un aumentoen la replicacióncomoen el volumende

las células B. El aumentoen la replicaciónfue correlacionadocon el lactógeno

placentario(PL) (Parsonsy cols., 1992). También¡ti vivo se ha mostradoque la

hormonade crecimiento (GH) y la prolactina (PRL) producenhiperpíasiade las

células B (Parsony cols., 1983). Cuando sevaloran las tres hormonasjuntas, la

efectividaden estimulartanto la secreciónde insulinacomola replicaciónde células

Besen el ordenPL>PRL>>GH (Brelie y cols., 1993).

El efectodel suero sobrela replicaciónde las célulasB se conocetambién

desdehacetiempo, pero aún no estáclaro cualesson los factoresdentrodel suero

quedesempeñanestepapel fisiológico.

Crecimientode nuevosislotespor d~ferenciaci4ndelepitelio ductalpancreático

El desarrolloembriológicodelpáncreashasidoextensamentedescrito(Ruttler

y cols., 1978) y pocascosas se han añadidoen las últimas dos décadas.Aunque

todos los tipos de célulaspancreáticasse diferenciana partir del mismo epitelio

ductal, no está claro si todas proceden de una misma población de células

precursoras.
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Apartedel desarrolloembriológico,la formacióndenuevascélulassehavisto

en la etapafetal y postnatal(Portha,1990).En el páncreasadulto aunqueocurrede

forma ocasional(en respuestaa un estímulo“dramático’ y a bajosnivelesparaun

continuo “rellenado” de la población de células B) se ha podido inducir

experimentalmente(Rosembergy Vinik, 1992).

Pocoseconocesobrelos factoresimplicadosen la morfogénesisdel páncreas.

El factor de crecimiento transformante(TGF-alfa) se sabe que estimula la

proliferaciónde célulasprecursorasperono la diferenciación(Wangy cols., 1993).

Por su parte, el factor de crecimientoepidérmico(EGF), queactúasobreel mismo

receptor del TGF-atfa, estimula la proliferación del epitelio ductal (Verme y

Hootman, 1990). Otro factor implicadoha sido la gastrina,queparecefacilitar la

diferenciaciónde lascélulasprecursoraspero no tieneefectosobrela expansiónde

la población.El IGF-l parecedesempeñarun papel en la diferenciaciónde células

precursoras(Smith y cols., 1991) y el TGF-beta un papel inhibidor de la

proliferaciónde célulasdel epitelio ductal(Bonner-Weiry Smith, 1994).

Se conocen, por tanto, un gran número de factores de crecimiento que

podríandesempeñarun papelen algunodelos pasosde la neogénesisde células de

los islotes; si bien, en estemomentohay todavíafactoresdesconocidosque pueden

estarde igual forma implicados.

1.2. FUNCION DE LAS CELULAS B

1.2.1.Secreciónde insulina enrespuestaa distintosestímulos.

La ingestión y absorciónde nutrientesgenerauna serie de estímulosque

actuansobrelas célulasB provocandola secreciónde insulina (Morgan, 1992).

En este sentido, las células beta del páncreasendocrinofuncionancomo
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detectoresmetabólicoscapacesde adaptarla secreciónde insulinaafluctuacionesde

la glucemiay a cambiosenla concentraciónplasmáticadesustratosenergéticostales

como aminoácidos,ácidos grasosy cuerposcetónicos. Esta acción está además

complementadapor componenenteshormonalesy neuronales.

La regulaciónde la secreciónde insulina, bajo el efectode los nutrientes,

hormonaso neurotransmisores,va a ser el resultadode unasecuenciacomplejade

sucesosquecomenzarápor la identificaciónde la sustanciaconsiderada,continuará

por la emisión y amplificaciónde unao varias señalesintracelularesy terminarácon

la secreción de insulina propiamentedicha, es decir, con la liberación de los

gránulosde secreciónpor un mecanismode exocitosis.

Acciónde los nutrientes

1.- Glucosay otros azúcares.

A pesarde lo dicho anteriormente,hay queremarcarque la glucosaocupa

un lugar excepcionalcomoreguladorade la secreciónde insulina, mientrasque el

resto de los sustratosenergéticosactúancomo “potenciadoresde la glucosa,es

decir, son ineficacessolosperosoncapacesde aumentarla secreciónde insulinaen

presenciade glucosa.Por ello, analizaremosmás en profundidadel papel de la

glucosaqueel de otros sustratos.

El efectodela glucosa(al igual quela manosa)sobrela liberacióndeinsulina

estáligado a la capacidadde las célulasB paratransportary metabolizarel azúcar

(Malaisse,1992).

Durantemucho tiempo se mantuvo la hipótesis segúnla cual la glucosa

desencadenaríala respuestasecretorade las células B por acciónde un receptor

membranalespecífico(Matchinskyy cols., 1975).Sin embargo,la existenciade un

-18-



receptorparala glucosano ha sido nuncademostrada.Por el contrario, se han ido

acumulandoargumentosen favor de la hipótesisquemantieneque la glucosadebe

de sermetabolizadapor la célulaB paradesencadenaruna secreciónde insulina.A

esta teoríase le ha denominado“teoría metabólica” (Malaissey cols., 1979).

La D-glucosa penetra en las células B gracias a un transportador

estereoespecíficode alta capacidade independientede Na4 (GLUT 2). La

concentraciónde glucosaintracelularse equilibra de forma casi instantáneacon la

concentraciónextracelular,lo cual indicaqueel transporteno es limitante y no es,

por tanto, un sitio de control en las célulasB.

En condicionesfisiológicas,la transformaciónde la glucosaen sorbitolo su

metabolismopor la vía de las pentosasfosfato es muy débil. Por tanto, es la

glucolisisla vía principal del metabolismode la glucosaen las célulasB y el posible

lugarde controlde ésta.

Cuando la glucosaentra en la glucolisis comienzaa ser fosforilada. Las

células B poseen dos enzimas que catalizan esta reacción: por un lado una

hexokinasaquetienefuerteafinidadpor su sustrato,peroqueseinhibeeficazmente

por su producto (glucosa-6-fosfato)y, por otro lado, una glucokinasacon débil

afinidadpor el sustratoperocuyaactividadespocoinhibidapor la glucosa-6-fosfato.

Debido a laspropiedadesde estaglucokinasa,quele permitenadaptarla velocidad

de degradaciónde la glucosaa la concentraciónambientalde esta molécula,está

consideradacomo la “detectora de glucosa” de las células B. En efecto, puede

suponersequecuandola concentracióndela glucosaen el exterioraumenta,le sigue

un aumentode glucosaen el interior de la célula y un aumentode la velocidadde

fosforilación, queconducea su vez a un aumentodel flujo glucolítico. Además,

parecequela activaciónde la enzima 1 ,6-fosfofructokinasa(quecatalizael pasode
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fructosa-6-fosfatoa fructosa 1,6-bifosfato)es necesariaparaque la velocidadde

fosforilación de la fructosa-6-fosfatosiga a la de la glucosa (Senery Malaisse;

1984). Por tanto, la glucokinasay, en menor grado, la fosfofructokinasapodrían

desempeñarun papel modulador.

Sin embargo,no podemosolvidar que de todo el piruvato formado en la

glucolisis, entreun 25% y un 30% esoxidadoen las mitocondrias;por lo tanto, el

metabolismo mitocondrial aumenta relativamentemás que la glucolisis en el

momento en que se eleva la concentraciónde glucosa. Por esto, se admite

generalmenteque una aceleracióndel metabolismooxidativo mitocondrial puede

desempeñarun papel esencialen la respuestasecretorade la célula B a la glucosa

y otrosnutrientes(Henquin, 1990).

Una vez vistos los posiblespuntosde control de la glucosaen la célula B

habríaqueidentificar cuálesson las conexionesentrelos cambiosmetabólicosy la

secreciónde insulina, pero esta identificación es extremadamentecompleja. Las

señalesmetabólicaspodríanprovenirde factoresproducidospor la oxidaciónde los

sustratosen el transcursodel metabolismo:protones(Hj, equivalentesreducidos

(NADH, NADPH, glutatiónreducido)e intermediariosdealtaenergía(ATP). Estos

factores, generadospor el catabolismo de la glucosa, podrían afectar a la

conductanciade la membranade las células E al K4 o a la actividadde enzimas

implicadasen la regulacióndelos hechosquetienenlugaren el procesode secreción

propiamentedicho (Malaissey cols., 1984).

Los fenómenosclavedel mecanismoprincipal porel cualla glucosaestimula

la secreciónde insulina serían los siguientes:a) La conductanciaelevadadel K~ en

las membranasde las célulasbetaen repososedebea los canalesde K4 sensibles

a ATP; b) El metabolismode la glucosa conduce al cierre de estos canales
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modificandola relaciónATP/ADP o aumentandoel ATP; c) La disminuciónde la

conductanciaparael K~ llevaconsigounadespolarizaciónde la membranaquehace

quelos canalesde Ca2~dependientesde voltaje seactiveny sobrevengaunaentrada

de Ca2~;d) El aumentode la concentraciónde Ca2~citoplasmáticaactivaun sistema

efectorqueconducea la exocitosisde los gránulosde insulina (Henquin, 1990).

Por tanto, el ATP actuarla como agentede unión entre los sucesos

metabólicosy los flujos iónicos responsablesde la insulinosecreción.No obstante,

no sehaprobadotodavíaqueun cambiode la concentraciónde ATP justamentebajo

la membranaplasmática,seael único mecanismoo bien seaindispensablepara el

control deestoscanalesde K~; peroestahipótesises, actualmente,la másplausible.

Por ello, aunquehayacuerdosobrela secuenciainicial de sucesosen respuestaa la

glucosa, la exactanaturalezadel acoplamientodel metabolismoa los sucesosde

membranaes todavíauna cuestiónde debate.

Comohemosvisto, la glucosa,a través de su metabolismo,contribuyea

regular la concentraciónde iones Ca2~ intracelulares y, por medio de ello, la

secreciónde insulina.Peroademás,existenotras moléculasigualmenteimplicadas

en la modulaciónde la concentraciónintracelularde los iones cálcicosy por tanto

en la secreción.El metabolismode la glucosava a mediarcambiosen los nivelesde

segundos mensajeros insulinotropos, incluyendo nucleótidos de pirimidina,

nucleótidoscíclicoseinositolesfosfatoquepuedentenerun efectomoduladorsobre

la secreciónde insulina (Laychocky cols., 1990).

2.- Aminoácidos.

Varios aminoácidosestimulan la secreción de insulina, aunqueexisten

diferenciasconsiderablesen cuantoa su potenciay a los mecanismosa travésde los

cuálesaumentanla concentraciónde calcio y disparanla exocitosis(Gerich y cols.,
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1976; Henquin, 1987). La leucina, arginina y lisina son consideradoslos

estimuladoresmás potentesy, de ellos, sólo la leucina es capazde estimular la

secreciónde insulina en ausenciade glucosa(Henquin y Meissner, 1986). Los

estudios realizadoscon leucina, arginina, lisina y alanina han demostradotres

mecanismosbásicospor loscualespareceestarmediadoel efectode los aminoácidos

sobrela liberaciónde insulina(Flatt y cols., 1991).

La leucina es transportadadentro de la célula B dondees metabolizada

produciendocambiosen el potencialde membranay el flujo iónico similaresa los

descritos para la glucosa. El primer producto catabólico del metabolismode la

leucina, el 2 cetoisocaproato,estimula la secreción de insulina aumentandola

concentracióndeATP e inhibiendolos canalesde potasiosensiblesa ATP presentes

en las membranasde las célulasB (Ashcroft y cols., 1987).

El efectode la argininay lisina sobrela liberaciónde insulinaesdiferentedel

de la leucinaya queestosaminoácidosno son metabolizadosy entranen la célula

B a travésde un sistemade transporteespecificoparaaminoácidoscatiónicos.El

transportedeestosaminoácidosdespolarizala membranay conducea la aperturade

canales de calcio dependientesde voltaje y la consecuenteentrada de calcio

(Henquin, 1987).

La alaninaentraen la célulaB en asociacióncon ionesde sodioy la actividad

insulinotrópica del aminoácido parece estar relacionadacon la habilidad del

cotransportede sodioqueelevala concentracióndecalcio internae inhibeel cambio

sodio-calcio(Henquin, 1987).

3.- Ácidos grasosy cuerposcetónicos.

Cienosácidos grasoslibres y cuerposcetónicospresentanen presenciade

glucosaun efecto estimuladorsobre la función de las células B muy modesto.
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Además,las concentracionesaltas de ácidosgrasosde cadenacorta y largay de

cuerposcetónicosseha visto que son capacesde estimularla secreciónde insulina

(Gerich y cols., 1976). Pareceser que el efecto de estos productospasapor la

habilidadde las célulasB parametabolizarlos.

Aunqueel significadofisiológico del efectodirectodelos ácidosgrasossobre

la funcióndelas célulasB es todavíadiscutido,no haydudade quela activacióndel

eje entero-insularpor cienos ácidos grasos libres amplifica marcadamentela

estimulaciónen respuestaa la glucosa. Además, los ácidos grasos se cree que

desempeñanun papel importantea largo plazo en la función de las células B, a

través de la síntesis de triacilgliceridos y fosfolípidos que sirven de sustratos

endógenosde las células B para la generaciónde segundosmensajeroscomo el

inositol tri-fosfatoy el diacilglicerol (Best y Malaisse,1983; Morgan y Montagne,

1992).

Acciónde los neurotransmisores

Los islotes pancreáticosreciben una rica inervacióndel SistemaNervioso

Autónomo(Flatt y col, 1991).Aunquela inervaciónneuronalno parecedesempeñar

un papel principal en la respuestainsulínica, seha establecidoque la activación

colinérgicacontribuyede forma importanteal procesode acoplamientoestimulo-

secretor.Losneurotransmisorescolinérgicosclásicos,acetilcolinay colecistoquinina,

aumentanla secreciónde insulina en presenciade glucosaactivandola fosfolipasa

C. Estaactivacióngenerados mensajerosintracelulares,el inositol trí-fosfatoy el

diacilglicerol (Berggreny cols., 1992), queactúanaumentandola concentraciónde

calcio interna a partir de las reservas intracelularesde calcio y disparan la

maquinariade secreción.Ademásde esta acción directa, los agentescolinérgicos
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puedenamplificar la liberaciónde insulina al estimular la secreciónde glucagón

(Gerich y cols., 1976)y de péptidosinsulinotrópicos(VIP,PHI,GRP)(Flatt y cols.,

1991).

Por su parte, las catecolaminasactuaríaninhibiendola secreciónde insulina

a travésde la inhibición de la adenilatociclasa(Henquin,1990).

Acción de las hormonas

Un gran númerode hormonasson capacesde estimular la secreciónde

insulina por las células B pancreáticasen presenciade glucosa. El glucagón,el

polipéptido gastrointestinalinhibidor (GIP) y los péptidos similares al glucagón

(GLPs) aumentanla secreciónde insulina al activar el sistemaadenilatociclasa,

mientrasque la colecistoquininaamplifica la secrecióna través de la activaciónde

la fosfolipasaC (Flatt y cols., 1991).

Las principaleshormonasinhibidorasde la secreciónde insulina seríanlas

catecolaminas,galaninay somatostatina,queactuaríaninhibiendola adenilatociclasa

y repolarizandola membranade las célulasB, aumentandoasíla conductanciapara

el potasio(Henquin, 19%).

1.3. SUIBNUTRICION Y ACTIVIDAD DE LAS CELULAS B

Como acabamosde ver, en los estados fisiológicos normaleshay dos

mecanismosquecontrolanla actividadde lascélulasB: por un lado, unaregulación

minuto a minuto de la liberación de insulina por la célula B y, por otro, una

adaptacióna largo plazo que implica cambiosen el númerototal de célulasB. Si

algunode estosmecanismosfalla, seva aproducir una alteraciónen la homeostasis

glucídica que puede provocar el desarrolloposterior de determinadostipos de
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diabetes.

En este sentido, la relación entrediabetesy estado nutricional es bien

conociday esobjetodenumerososestudios.Se sabequela sobrealimentaciónposee

un efectoen el desarrollode la diabetestipo II; la situaciónnutricionalcontraria, la

restricciónde alimentos,aunqueen un principio sepensóquepodíaprotegercontra

la diabetes,hoy es un hechoprobadoque favorece,también, el desarrollode esta

enfermedad.Si bien,el papel exactoque desempeñala malnutriciónen la etiología

de la diabeteses todavíadiscutido.

Los estudiosrealizadosen humanosy en modelosanimalesrevelan que en

la malnutriciónesconstantela aparicióndenivelesdisminuidosde insulinacirculante

debidosa una menor capacidadpancreáticapara secretarla hormona (Swenney

cols., 1992; Becker, 1983; Rao, 1982). Además,la respuestasecretorade insulina

a la glucosaestá marcadamentereducida(Crace y cois., 1991; Swenney cols.,

1988; Swenney cols., 1987). Sepiensaque estapermanentedeficienciade insulina

es la causade la característicaintoleranciaa unasobrecargade glucosaobservada

en sereshumanosy animalessubnutridos(Rao, 1988; Weinkowey cols., 1976); si

bien,algunosautoresexplicanestasituacióncomoresultadodeunaresistenciatisular

a los efectosinsulínicos más quea unadeficienciade insulina(Bowie, 1964). Sin

embargo,este hecho ha sido discutido al describirsecasos en los queexiste una

toleranciaala glucosaprácticamentenormalapesarde tenerunarespuestasecretora

de insulina deprimida (Escrivá y cois., 1990; Okitolonda y cols., 1987). Estos

resultadossólo puedenexplicarsesi se admitequela insulina, secretadaen menor

proporción, es capaz de producir efectos más intensos(Escrivá y cols., 1992;

Escriváy cols., 1991).Recientemente,Cacho(1993)ha mostradoun aumentoen la

capacidadde respuestaa la insulina en los tejidosperiféricosde animalessometidos
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a malnutrición. Por tanto, pareceser que la intoleranciaa la glucosapuedeser

debida,realmente,a unadisminuciónde la secreciónde insulina.

En cualquiercaso, lo que sí pareceaceptadoes que en la malnutrición la

secrecióndeinsulina in vivo estádisminuida,aunquela naturalezadeestaalteración

permanecepoco clan.

1.3.1.Efectosobrela funcionalidadde las célulasB

Seha sugeridola existenciadeanomalíasen el mecanismoestímulo-secreción

de la célula beta quepuedanexplicar esta pérdidade secreciónde la hormona.

Younoszaiy Dixit (1980) y Khardori y cols. (1980) propusieronque la causadel

defecto podríaser una disminucióndel númerode sitios de reconocimientode la

glucosaen las células B. El transportede la D-glucosaa través de la membrana

plasmáticade als célulasB estámediadopor GLUT-2, un transportadorde glucosa

similar al encontradoen hepatocitos.Unaanomalíaen el transportadorde glucosa

podría representarunaposible causadel defecto funcional de las células B. Sin

embargo,Weinkowe y cols. (1976) explican la disminución en la secreciónde

insulina comouna inmadurezde la función endocrinadel páncreas.Otros autores

tambiénhansugeridoquedebidoal papelquedesempeñael potasioen el mecanismo

secretorde lascélulasB,la deficienciade potasioquetienelugar en la subnutrición

puedeser una razónpara la reducciónde la liberaciónde insulina (Mann y cols.,

1975).

Los estudiosrealizadossobrelos efectosque tiene el ayunoen la secreción

de insulina puedenmostrarlas distintasadaptacionesqueseproducenen respuesta

a unafalta de nutrientes.De estamanera,sehanrelatadocambiosen los nivelesde

AMP cíclico y de Ca2+ quepuedenafectaral mecanismode acoplamientoestímulo-
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secreción(Joosty Beckmann,1980; Oliver y cols., 1977) e incluso Svenningseny

Bonnerie-Nielsen(1984) proponen que parte del defecto sobre la secreciónde

insulinaestárelacionadoconcambiosenel flujo glucolítico, mediadosposiblemente

por la enzimaglucokinasa.

A pesarde todasestasconsideraciones,Dixit y Sorenson(1987),estudiando

la respuesta¡ti viro de los páncreasde animales malnutridos, no encontraron

evidenciasde un defecto en el mecanismode estimulaciónde la liberación de

insulinaen respuestaa la glucosa,por lo quesugirieronquela malasecreciónde la

hormonapodríaestardebidaa algúntipo de inhibición ¡ti vivo másquea un defecto

del mecanismosecretor. En este sentido, hemos de tener en cuenta que la

malnutriciónafectaal normaldesarrollodel SistemaNervioso Central (Morganey

cols., 1978) y que la secreciónde insulina está tambiéncontroladapor señalesde

origen neruomal (acetilcolina, aumentándola; norepinefrina, disminuyéndola)

(Henquin, 1990); por tanto, la modulaciónde la secreciónde insulina a través de

factoresneroendocrinospodríaestarafectadapor la malnutrición.

1.3.2.Efectosobrela estructuray desarrollode las célulasB.

Ademásde las modificacionesfuncionalesde las células B, no debemos

olvidar quela mala secreciónde insulinapuedeser debida,también,a alteraciones

estructurales,por lo que debemosmencionarel efecto que la subnutriciónpuede

provocar sobreel desarrollonormalde las células de los islotes. De estemodo, el

estudiohistológico del páncreasendocrinomuestra que la malnutrición proteico-

calóricaproduceun deterioro de las células B. Se ha recalcadola existenciade

defectosestructurales(disminuciónde la masade célulasde los islotesasícomodel

tamañoy del número de células B) que puedenllevar a una disminución de la
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reservade producciónde insulina(Swenney cols., 1992). En el mismo sentido,los

gránulosdelascélulasB (queconstituyenel lugardealmacenamientode la insulina)

se han encontradodisminuidos en conjunto e individualmentecontienen menor

cantidadde insulina (Rao, 1988), lo queexplicadapor qué la reservasecretorade

la hormonaestá disminuidaen la malnutrición proteico-calórica.Por tanto, los

estudiosultraestructuralesconfirman que la malnutrición, probablemente,causa

defectosestructuralesen las células B que contribuyen, en cierta medida, a su

impedimentofuncional.

En cuantoal desarrollode las célulasIB, la mainutriciónpuededebilitar la

capacidaddelas célulasB pararegenerarsedespuésde unaagresión.Sehamostrado

que el indice de síntesis de proteínasy/o crecimiento celular está disminuido

(Swenney cols., 1987); si la subnutriciónocurre dentrodel periodo crítico de

desarrollode los tejidos,seprovocaun debilitamientode la maduracióny un déficit

irreversible en el númerode células a partir de las cuales se debe producir el

crecimientoposteriorpor hipertrofia (Rao, 1988). Por otro lado, los aminoácidos

esencialesson potentesestimuladoresdel crecimiento de las células B y, en los

individuosmainutridos,seda una reducciónde aminoácidosesenciales(Rao, 1982)

quepuedeser la basedel debilitamientode la reservainsulino-secretora.

En resumen,de todo lo expuestosepuededesprenderque la malnutrición

proteico-calóricapodría tenerun efectodirecto sobrelas célulasB produciendono

sólouna respuestasecretoradisminuidasino tambiénatrofiay unamenorcapacidad

paracrecery replicarse,provocando,así,unareducciónde la reservaproductoray

secretorade insulina.

Estehecho,junto con la existenciade síndromesdiabéticosrelacionadoscon
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la malnutrición,ha propiciadola realizaciónde numerososestudiosencaminadosa

descubrirel posiblepapel quedesempeñala malnutrición en el desarrollode la

diabetes.

1.4 DIABETES Y MALNUTRICION

La diabetesestáreconocidacomounaenfermedadestrechamenteligadaa la

nutrición, tanto en su etiologíacomoen su tratamiento.

Desdela antigúedad,seha observadola importanciadela sobrealimentación

en el desarrollo de la diabetes. Hay evidenciasde que la obesidades el más

importantefactor de riesgoambientalparaestaenfermedad.En el contextoclínico,

seha visto quela mayoríade los obesosson intolerantesa la glucosay másde los

dos tercios de diabéticosson obesos;además,si estos individuosreducensu peso,

sepuedemejorare incluso normalizarla toleranciaa la glucosa(Berkowitz y cols.,

1985).

Estasobservacionessirvieron,hacealgunosaños,parapropagarunasingular

visión unidireccional de la relaciónentre diabetesy nutrición, según la cual se

asumíaquemillonesde individuospobresy malnutridosquevivían en los paísesdel

TercerMundoestabanrelativamenteinmunizadoscontrala diabetes;estaideasevio

avalada por las observacionesde una disminución de la prevalencia de esta

enfermedaden periodosde guerray restricciónde comida (durantela II Guerra

Mundial) (Goto y cols., 1958).

Sin embargo,tras obtenersedatosepidemiológicosexactosy fiablesen áreas

del TercerMundo (dondeexiste malnutriciónproteico-energética),sevio que los

indices de prevalenciade enfermedaden estaszonaseran muy similaresa los de

paísesdesarrolladosy que sus manifestacionesclínicas diferían realmentede los
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síndromesclásicosde diabetes(Westy cols., 1971).

En estos últimos años, los síndromes diabéticos relacionados con la

malnutrición han sido claramentedescritos y están consideradoscomo entidades

separadas:Diabetespancreáticafibrocalculosay Diabetespancreáticapor deficiencia

de proteínas(WHO, Study Group, 1985).

Los estudiosque revelan la verdaderaprevalenciade la diabetesen las

poblaciones donde existe malnutrición proteico-energética,sugieren que la

malnutriciónpuede ser un factor importanteparael desarrollode diabetes(Rao,

1988). No obstante,todavíano estáclara la forma en que malnutrición y diabetes

interactúan.Lashipótesisqueactualmentese consideranson:

1.- Implicar a la malnutricióncomoun factor causalcapazde producir una

pérdida progresivade la función de las células B o impedir la regeneracióny

reparaciónde célulasB dalladas.

2.- Considerarla malnutrición como potenciadorde los efectosde otras

influenciasdiabetógenas.La malnutriciónpuedecausarunadisminucióndela reserva

de produccióndeinsulinaqueprovocadaintoleranciaa la glucosao inclusodiabetes

cuandoseprodujeraun aumentoen la demandade insulina por algunaenfermedad

o agenteambientaldesconocido.

Más recientemente,Hales y Barker (1992), han implicado tambiéna la

malnutrición en la etiologíade la diabetestipo II. La hipótesis de estos autores

proponequeunanutricióndeficienteen la etapafetal y postnatalesnegativaparael

desarrolloy la funciónde lascélulasE de los islotesdeLangerhans.Estedefectode

la estructuray función(incluyendoposiblesfallos en la anatomíadelos islotes tales

como la vascularizacióny la inervación)predisponeal desarrolloposterior de la

diabetestipo II.
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Por todasestasrazones,debereconocersequela malnutrición,al igual que

la obesidad,estáimplicadaen la etiopatogénesisde la diabetes.En realidad,debido

a la extensiónde la mainutriciónproteico-energética,puedenexistir mayornúmero

de diabéticospor malnutriciónquepor obesidad.

Por ello, se puedenconsiderarde gran importancialos estudios,tanto en

clínica como en ciencia básica,de los distintos efectosde la malnutrición sobre

aspectosimportantesde la homeostasisglucídica.
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1.5. PLANTEAMIENTO Y CONCLUSIONESGLOBALESDEL TEMA

La insulina, apanede sus conocidasaccionescomoglucorreguladoren el

periodoadulto,esunahormonamuy importantecomoreguladordel crecimientoen

periodosde inmadurez(Milner y Hill, 1984).

Dentro de las alteracionesadquiridasdel desarrollo, los nutrientesparecen

tener un papel primordial ya que regula determinados factores endocrinos

genéticamenteestablecidospararegularel crecimiento(Pascual-Leoney cols., 1994;

Pascual-Leone,1994). Por ello, la subnutrición se puede considerarcomo la

perturbaciónclavedentro de las alteracionesadquiridasdel desarrollo.Además,ha

sido establecidoel posible factor de riesgo para la diabetesque parece ser la

subnutriciónen paísesdel TercerMundo (Rao, 1980). Sesabequela diabetesen la

gestación(Erikson y cols., 1993) produceuna hiperpiasiafetal en los islotes de

Langerhans.En nuestro grupo (Escrivá y cols., 1992), hemosestablecidoque la

subnutrición proteico-energéticadesde el periodo gestanteproduce una mala

secreciónde insulinajunto a unahipersensibilidadde la hormonaen tejidos diana.

Porotra parte, la subnutriciónha sidoestudiadafundamentalmenteen humano(Rao,

1980) y faltan estudiossistemáticosquese realicen en circunstanciashomogéneas.

La subnutriciónesprimordialmenteun fenómenode adaptacióny dicha adaptación

serádistinta si varíanlas circunstanciascualitativasen cuantoa dietay a momento

en quese establecela malnutrición.

Una de las alteracionesmás significativasde la adaptaciónal ayuno es el

decrecimientode la insulinacirculante.En estetrabajo,seestudiasistemáticamente

paraun mismotipo de subnutriciónproteico-calóricacuáles el periododedesarrollo

en el cual la repercusiónen la secreciónde insulinaes mayor, concluyendoquees

el último tercio de la gestación,punto3.1.
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Unavez establecidodichoperiodoserealizaun estudiopormenorizadodelas

alteracionesen dichasecreciónen distintasetapasdedesarrolloy enperiodoadulto.

En eseestudio la subnutrición comienzaen el último tercio de la gestacióny se

continuahastael periodoadulto, punto3.2.

Conel fin de establecersi la subnutriciónen periodosde inmadurezproduce

un deterioropermanentedel páncreas,concretamenteen el desarrollode los islotes

o en sucapacidadfuncional, se subnutrenanimalesen periodofetal o fetal y lactante

y sesacrificanen edadadulta.DeacuerdoconRasschaerty cols. (1995)seestablece

que la subnutrición duranteel periodo fetal no provocadaños irreparablesen la

secreción de insulina en el periodo adulto y nuestrosresultadosmuestran que

tampocoseproducenéstosen etapafetal y lactante,punto 3.3. Ello indicaquelas

alteracionesde la secreciónde insulina encontradasen adultassubnutridasson la

consecuenciade un procesoadaptativofuncional a la falta de nutrientesy no una

alteracióndel normaldesarrollode los islotes de Langerhans,producidoen etapas

inmaduras.

Pararatificar dicha aseveraciónserealizaun estudioen la última partedel

trabajosubnutriendoalosanimalesadultosconla mismarestricciónproteico-calórica

durantecuatro semanas,punto 3.4. Como seexponea continuación,seobtuvieron

las mismas perturbacionesadaptativasen la secreciónde insulina que cuandose

comenzóen etapasinmadurasy secontinuóhastala edadadulta.

Por último, se inicia un estudio tratandode establecersi la disminuida

secreción de insulina en los animales subnutridosse puede explicar por una

alteraciónen el transportadorde glucosa,punto 3.5.

Creemosqueeste estudiosistemáticoaportapruebasirrefutablesa que la

malasecreciónde insulinaen animalessubnutridosdesdeel periodogestanteesuna
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consecuenciade un procesoadaptativoy no de ningunaperturbaciónirreversible

producidaen el desarrollode los islotesdel páncreasen etapasinmaduras.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. ANIMALES

A lo largodel trabajoqueconstituyela presentetesis,sehanutilizado ratas

de la razaWistarobtenidasdel propio criaderodel Instituto de Bioquímica(Centro

mxto CSIC-UCM, ubicadoen el departamentode Bioquímicay BiologíaMolecular

II dela FacultaddeFarmacia>.Criar nuestrospropiosanimalesha permitidoejercer

un estrictocontrol de suscondicionesnutricionalesy generales,tanto en las etapas

gestacionaly lactantecomo en la adulta; dicho control es imprescindibleen los

modelosexperimentalesque han sido objeto de estetrabajo.

En el mencionadocriadero existe un acondicionadorde temperaturaque

mantieneestavariableambientalconstanteentre22 y 24 0C. Porotraparte, las ratas

están sometidas a un ciclo de luz/oscuridad automático, gracias a un reloj

controladorque ilumina la estanciaa las 7.00 h y la oscurecea las 19.00ti.

El inicio de la gestaciónfue establecidomediantela observación,por frotis,

de la presenciade espermatozoidesen la vagina de la rata (180-200 g) al día

siguientedesu apareamientoconel macho(300-400g); dichacondiciónseconfirmó

a los 14 díaspor palpaciónabdominal.El día del nacimiento(día O de vida) todas

las camadasse uniformaron,disponiéndose8 crías machosen cadauna. Lasratas

sedestetaronel día 25 de vida y seagruparonen jaulasquecontenían4 animales.

2.2. COMPOSICIONDE LA DIETA GENERAL

El alimentosuministradofue el piensoSANDERMUS S-10, adquiridoen

SANDERS; se presentaen forma de porcionesprensadascuya composición,en

gramospor ciento, es la siguiente:
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Proteínas 18

Grasas 2.5

Almidón 35

Azúcarestotales 3.5

Cenizas 8

Fibra 5.5

Humedad 13

Calcio 1.2

Fosfato 0.65

CINa 0.6

El restode los ingredientesestáconstituidopor unamezclade mineralesy

vitaminas,cuya composiciónes la siguiente:

MINERALES (mg/Kg de pienso)

Cobalto 0.6

Yodo 1.5

Selenio 0.3

Cobre 15

Hierro 25

Zinc 50

Manganeso 80

VITAMINAS (por Kg de pienso)

Vitamina A 10000 U.I.
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VitaminaD3 2000 U.I

Vitamina E 15 mg

Vitamina K 1 mg

Vitamina IB 1 1 mg

VitaminaB2 3.5 mg

Vitamina B6 1 mg

Vitamina B12 15 ~¿g

Acido fólico 0.3 mg

Biotina 15 ~g

Acido nicotínico 30 mg

Pantotenatocálcico 10 mg

Colina 250 mg

Considerandolas cifras convencionalesde equivalenciacalóricade los tres

principios inmediatos(4.1 Kcal/g paralos glúcidosy prótidosy 9.0 Kcal/g para los

lípidos), la mezcladescritaposeeun valor de 2.54Kcal/g.

2.3. MODELOS DE SUBNUTRICION

2.3.1.Modelo de subnutriciónen lasratasgestantes

El modelodesubnutriciónconsistióen unalimitación dela cantidaddepienso

suministradodiariamentea las ratas gestantes;en consecuencia,la subnutrición

derivéde unadeficienciadietéticaproteico-energética.Dicha restriccióncuantitativa

se utilizó en todoslos experimentosde esteestudio.

Paraestablecerla pautade subalimentacióncuantitativasecalculéel alimento

ingeridodiariamentepor las rataspreñadasalimentadas“ad libitum” y sesuministré
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a las gestantessubnutridasel 35% del valor obtenidoen los controles.

Según este modelo se establecieron cuatro grupos experimentales

(correspondientea la primerapartedel trabajo, apanado3.1. de Resultados):

1) RatascontrolesC

Animales gestantesalimentados“ad libiturn” durantetodo el periodo de

gestación.

2) LlazJQJ=

Animalesgestantessubnutridosduranteel primer terciode la gestación,entre

los díasO y 7.

3) RataLÉ7zi4}

Animales gestantessubnutridosduranteel segundotercio de la gestación,

entrelos días7 y 14.

4) RaIaLUI2I)

Animalesgestantessubnutridosduranteel últimoterciodela gestación,entre

los días14 y 21.

2.3.2. Modelo desubnutriciónen las ratasadultas

En estemodelo, la limitación seinició duranteel últimoterciode la gestación

y continuóa lo largo de la lactanciay tras el destete.Por lo tanto, durantelas dos

primeras etapasmencionadas,la restricción se aplica a la madrey por ello la

deficiencianutriciona.len la ratafeto y en la lactantefue indirecta, comoresultado

de la carenciamaterna;apartir del destete,unavez separadaslascríasde la madre,

la restricciónsecontinuadirectamenteen éstas.

La cantidadde piensosuministradavarié a lo largode las tres etapasque se

estánconsiderando:gestación,lactanciay periodo posterior, concretándoseen la
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pautaesquematizadaen la Fig. 1.

A lo largo del estudioseutilizaron los siguientesgruposde animalescon la

nomenclaturacorrespondienteexpuestaa continuación:

A) RatascontrolesC

Lasratascontrolesprocedíande progenitoresquesiempresealimentaroncal

libitum conel piensodescrito.Lascontroles-lactantesfueronamamantadaspor ratas

que dispusieronlibremente de pienso en todo momento; las controles-adultas

recibierondieta <4 libúwn.

B) Ratassubnutridas5

Animalesquehabíansido subnutridosdurantelas tresetapasconsideradas:

fetal, lactantey adulta.

C) RatassubnutridasFL

Animales quehabíansido subnutridosdurantelas etapasfetal y lactantey

realimentadasa partir del destete.

D) RatassubnutridasF

Animalesquehablansido subnutridosdurantela etapafetal y realimentados

a partir del nacimiento.

E) RatassubnutridasA

Animales alimentadoscid lib ftum durante la etapa fetal y lactante y

posteriormentesubnutridosentrela 4a y 8a semanade vida.

2.4. TOMA DE MUESTRAS

Todoslos animalesfueron sacrificadosentre las 10:00 y las 12:00 horas,

cuandoseencontrabanen estadopostabsortivo.

La sangre(mezclaarterial y venosa),fue obtenidadirectamentedel cuello,
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tras ser decapitadala rata. En el caso de los fetos, se le practicóa la madreuna

cesárea,bajo anestesia,y seobtuvola sangrede la axila; semantuvieronlos fetos

unidosa la placentahastael momentode la extracción,paraintentarla tomaen las

condicionesmás fisiológicasposibles.En estos últimos y en las rataslactantesse

mezcléla sangrede 2-3 animalespara obtenersuficientecantidadde muestra.

Unavez recogida,la sangrefue tratadade distinta maneradependiendodel

análisis posteriorquesefuera a realizar:

1.- Para la determinaciónde la glucosa, la sangrese recogióen tubos fríos y

heparinizados;posteriormente,fuedesproteinizadacon unamezcla,a partesiguales,

de SO4Zn 0.08M y Ba(OH)2 O.08M (mezcla de Somogyi) y, a continuación,

centrifugadadurantecinco minutos a 2500 r.p.m. (en una centrífugaBeckman

Microfuge 11). La glucosaseanalizóen el sobrenadantequeseobtuvo despuésde

la centrifugación.

2.- Parala determinaciónde la insulina, la sangrefue recogidatambiénen tubos

fríos y heparinizadosy secentrifugó de igual modo, a 2500 r.p.m., durantediez

minutos. De esta manerase logró separarel plasma,que fue congeladoa -20 oc

hastael momentode valorarla insulina.

La obtenciónde los homogenadosde páncreasse realizó segúnel método

modificadodeBest y col (1939).Paraello, las ratasfueronsacrificadasmedianteun

golpeen la cabezay un posteriorestiramientode cervicales.La extracciónserealizó

tras la aperturade la cavidad abdominaly, una vez obtenida, fue rapidamente

eliminadala grasay pesado.El órgano,a continuación,se depositóen unamezcla

de ácido-alcohol(75% de etanol, 1.5% de ácidoclorhídrico 12N y 23.5% de agua

destilada), en una proporción de 10 ml de la mezclapor gramo de páncreas.

Posteriormente,se trocearoncon unastijeras romasy sehomogeneizarondurante
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dosminutoscon un sonicador(UltrasonicPowerUnit M.S.E. England).Despuésde

la sonicación,los homogenadosde páncreasseguardarona 40 C durantetoda una

noche.Al día siguiente,fueroncentrifugados,a 2000 r.p.m. y a 40 C, durantediez

minutos(en una ultracentrífugaHeraeusMinifuge T) y se recogióel sobrenadante

paracongelarloa .200 C hastala determinaciónde la insulina.

2.5. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

El test de Toleranciaa la Glucosaes un métodoque nospermite medir la

capacidadde los animalesparametabolizarunasobrecargade glucosa.Paraello se

tomanmuestrasde sangredondese evaluanla glucemiae insulinemiaa lo largodel

periodoinmediatamenteposteriora la administraciónde la glucosa.

Las ratassonanestesiadas,por vía intraperitoneal,con pentobarbitalsódico

(solución al 6%) a razón de 4mg/lOOg de pesoy, seguidamente,se les pone al

descubiertounade las venassafenas.En el caso de las madresgestantes,debidoa

la duración de la pmeba,se les practicaademásuna traqueotomíapara no tener

problemasrespiratorios.

A los 30 minutosde seranestesiadas,evitandoasíel efectohiperglucemiante

de la anestesiay el estrésquirurgico(Penicaudet al, 1987), se tomaunamuestrade

sangredel extremode la colaparaobtenerlos valoresbasales.A continuación,a las

ratasadultas,tanto de 56 comode 70 días de vida, se les administrapor vía safena

una solución de glucosa al 25% a unadosis de 0,5 g/Kg de peso. A partir de

entonces,lasmuestrasde sangreserecogencada5 minutosdurantemediahorapara

su posterioranálisis de la glucemiay la insulinemia.A las madresgestantesde 21

días,la dosisde glucosaque se les inyectaesde 2g/Kg depesoy las muestrasse

recogena los 10, 15, 20, 30, 60 y 120 minutos de la sobrecarga.
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2.5.1.Expresiónde los resultados.

El efectoquela sobrecargadeglucosatuvo sobrela glucemiay la insulinemia

seexpresade tres formasdistintas:

1.- Representandola evoluciónde ambosparámetrosa lo largo de todala prueba.

2.- Calculandolas respuestasintegradasde la glucosa( G) y de la insulina(1). Estas

respuestassedefinencomola sumade los incrementosdela glucemiaeinsulinemia,

sobre los valores basales,a lo largo de un periodo de tiempo posterior a la

administraciónde la glucosa(Okitolonday cols., 1987). Seobtienensustrayendoen

cadatiempo de la pruebael datobasaly sumandoa continuaciónlos resultados.

3.- Calculandoel indiceinsulinogénico(AI/AG) que sedefinecomola relaciónentre

la respuestaintegradade insulina y la respuestaintegradade glucosa(Kergoaty

Portha, 1985). Este indice es una medida de la capacidadde respuestainsulino-

secretoradel páncreasfrentea la cargade glucosasuministrada.

2.6. TECNICA PARA EL AISLAMIENTO E INCUBACION DE ISLOTES DE

LANGERHANS.

2.6.1. Aislamientode islotesen ratasadultas.

Parael aislamientodelos islotesde Langerhansy suposteriorincubaciónse

ha seguidoel métododescritopor Malaisse-Lagaey Malaisse(1984); dicha técnica

permitevalorar la influenciade agentesambientalessobrela actividadsecretorade

las célulasbetapancreáticasin vitro.

El aislamientode los islotesse realizaa partir de páncreasde ratasmachos

de 70 díasdevida, utilizandode 2-5 páncreaspor experimento.

Una vez sacrificadoslos animales,seprocedea la aperturade la cavidad

abdominalpara localizar el páncreasy el conducto biliar. El extremode este

-44-



conducto,máscercanoal duodeno,secierra; en el otroextremo,próximo al hígado,

se insertaaproximadamenteun centímetrode un catéterde poliestirenode 0.96mm

de diámetro y se aseguraen la zonacon una ligadura.Dicho catéterseencuentra

encajadoen unajeringade lOmí y, a travésdeél, seintroducende 15 a 20m1deuna

solución de Hanks [NaCí: l37mM; KCl: 5.36mM; NaiHCO3: 4. l7mM; CaCl2, 2

1120: 1.26mM; MgSO4, 7 H20: 0.8lmM; KH2PO4: O.44mM; Na2HPO4, 2 1120:

0.34mM]. Estainyecciónde liquido llena los principalesconductospancreáticosque

abren al conductobiliar provocandouna destrucción mecánicade la glándula

exocrina. Unavez queel páncreasestábien hinchado,se libera del estómago,del

duodéno,del bazoy de susconexionesvasculares;posteriormente,seprocedea su

limpieza eliminandola grasay los gangliosquepuedanexistir. Una vez obtenidos

los páncreas,se cortande forma mecánicacon unastijeras de punta roma hasta

conseguirtrozosdeaproximadamente1-2mm.Esteprocesova afacilitar la posterior

digestióndel tejido.

La digestión se realiza en presenciade Colagenasa(ColagenasaP de

Clostridium Histoliticuni, actividad: 2U/mg; Boetiringer) a razón de 5 mg de

Colagenasapor páncreas.La mezclade páncreasy Colagenasase incubadurante10

minutos a 37
0C bajo corriente de carbógeno [95% 0, / 5% CO

2], seguida de

agitación manual. La digestión se interrumpeal realizaruna dilución con medio

Hanks.La preparaciónasíobtenidasesometeaunaseriedelavados-sedimentaciones

(de duracióncadavez menor),cuyo objeto va a ser el de separarlos islotesde la

masadetejidoquesedimentamáslentamente.Finalmente,éstosson visualizadoscon

unaLupa (Wild M38, Heerbrug)y puedenserpescadosde forma individual con la

ayudade unavarilla de vidrio quepresentauna curvaturaen su extremo.

Tanto los lavadoscomo la recuperaciónde los islotes se realiza en una
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soluciónde Hanks.

2.6.2. Aislamientoy cultivo de islotes fetales.

Los islotes fetalesse obtienena partir de páncreasde fetos de 21 días de

gestacióny siguiendola técnicadescritapor Hellerstróm y cols. (1979). Con este

método es posible aislar una gran cantidad de islotes fetaleslibres compuestos

predominantementepor célulasbeta.

Una vez sacrificadala madre, seextraen los fetos y se les separade sus

respectivasplacentas.Serealizala técnicacon un númerode fetos queoscila entre

12 y 24. Los páncreasobtenidosde los animalessedepositanen un recipienteque

contieneuna solución de Hank esteril (Hank’s balancedsalt solution, JCN) y se

limpian de los restosde bazo e intestino que puedantener. Una vez limpios se

colocanen un vial que contiene 4m1 de Hank esteril y se añade la Colagenasa

(Colagenasa P de Clostridium Histoliticum, actividad: 2U/mg; Boehringer

Mannheim)a razónde 0.28mgpor páncreas.

La digestión se realiza durante 10 minutos a 370C en bailo maría con

agitación, seguidade agitación manual. El Hank estéril lleva adicionadoRojo de

Fenol, indicador que sufre un pequeñocambio de color cuandola digestión ha

finalizado.A partir de esemomentoel procesoserealizaen cámaradeflujo laminar

(Telstar, 5.A. Tessana,España).Unavez lavadala preparacióncon Hank estéril se

le añademedio de cultivo (RPMI-1640, JCN al que se adiciona L-glutamina -

Glutamine200mM,ICN- y antibióticos-PenicillimandStreptomycin,ICN-) y suero

de vacafetal (Heat inactivatedfoetalbovine serumsterile, ICN) y se introduceen

las placasde cultivo (tissueculure multiwell platewith cover, ICN). Se mantienen

a 370C y con unaatmósferade 5% de CO
2 (cámaraHaereus)de 5 a 7 días. El

-46-



cambio de medio se realizacadados días, con lupa (Wild M38, Heerbrug),para

evitar arrastrarlos islotes,y en cámarade flujo laminar.

Despuésde un díade cultivo, la masade célulasy los fragmentosde tejido

sevan depositandoen el fondo de la placay los islotes sepuedendistinguir tanto

aisladoscomorodeadosdecélulasacinares.Entrelos días2 y 4 lascélulasexocrinas

van desapareciendogradualmentey proliferan un gran númerode células similares

afibroblastosqueformanunamonocapaen el fondo de la placade cultivo. Al final

del periodo de cultivo, la parteacinardesaparecepor completoy sólo se observan

los islotesy la capade célulassimilaresa fibroblastos.

Los islotes aisladoscon estatécnicaparecenrepresentarun rango de tallas

con predominanciade islotes pequeños,lo cual es similar a la situación in vivo

(Hellertróm, 1977).Despuésdelperiodode cultivo los islotesestánpreparadospara

su incubaciónestática.

2.6.3. Incubaciónestáticade los Islotes.

La incubaciónde los Islotesha de realizarseinmediatamentedespuésde que

éstosseanpescados.

Gruposde 6 ó 7 islotessoncolocadosen pocillos (de 1cm de diámetro y 2-

3cmdealto) quecontienen1 ml demediodeincubación;estospocillos,a su vez, son

introducidosen viales de centelleoe incubadosen un bañocon agitacióna 370C

duranteun periodo de 90 minutos. Durantelos cinco primeros minutos de la

incubación los viales son gasificadoscon gas carbógeno.El medio de incubación

consisteen unasolucióntampón-bicarbonato[NaCí:1 l5mM; NaHCO
3:24mM; KCl:

5mM; MgCl2, 6 H20: lmM; CaCl2, 2 H20: lmM;] (medioKrebs) quecontiene

albúmina bovina (5 mg/mí; Fracción V; SIGMA>. Al medio se adicionan los

-47-



distintossecretagogosa evaluar:

1) Glucosa2.8mM

2) Glucosa2.8mM + l9mM de Arginina

3) Glucosa16.7mM

4) Glucosa16.7mM + l9mM de Arginina

5) Leucina lOmM

Despuésde la incubación,el sobrenadante,quecontienela insulinaliberada,

es recuperadode los pocillos con una pipetaPasteur.Este procedimientoha de

realizarsebajo la Lupa para evitar arrastraralgún Islote. El sobrenadanteasí

obtenidoes entoncesconservadoa ~20oC hastael momentoen el quesevalore la

cantidadde Insulinaliberadapor los Islotes.

2.6.4. Extracciónde la Insulinade los Islotes.

Paravalorarel contenidode insulinaqueexistíaen los Islotes,se recogieron

gruposde 20 Islotesen 0.5 ml de unamezclaácido-alcohol(‘75% de etanol, 1.5%

de ácidoclorhídrico 12N y 23.5% de aguadestilada).Una vez recopilados,fueron

homogeneizadosy posteriormentesonicados(enun sonicadorUltrasonicPowerUnit

M.S.E. England), lo que produjo la ruptura de las células con la consecuente

liberación de la insulina contenidaen los islotes. El extractoque se obtuvo se

conservéa -20<> C hastasu valoración.

2.7. ESTUDIOSHISTOLOGICOS.

Paramarcar las célulasbetapancreáticas,utilizamosel métodode marcaje

indirectode la inmunoperoxidasa.El marcajese realizasobrelos cortesde páncreas

previamentefijados e incluidosde forma clásica.
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2.7.1. ración. 

Después de la extracción de los páncreas, se lavan y se pesan e 

inmediatamente son fijados en líquido de Bonin (ácido pícrico a saturación, formol 

y ácido a&ico) durante 24 horas. Posteriormente, se deshidratan con baños 

sucesivos en alcohol y son aclarados con tolueno para su inclusión dentro de la 

paratina. 

2.7.2. Corte. 

Los bloques de parafina que contienen los páncreas son cortados con un 

microtomo (Leitx 1515) en cortes seriados de 7 um de espesor. 

Después de ser secados durante 24 horas en estufa a 4FC, los cortes son 

marcados para la inmunohistoquímica. 

2.7.3. Marcqje inmunocitoquímico. 

PliflCipiO 

La inmunohistoqufmica consiste en la identificaci6n “in situ” de constituyentes 

tisulares a traves de una reacción antígeno-anticuerpo específica. Los m&odos más 

utilizados son las t&nicas indirectas en dos o más tiempos. En nuestro caso hemos 

utilizado la Gcnica indirecta en dos tiempos descrita por Avrameas y Temynck 

(1971) y Michel y cols. (1982), donde el segundo anticuerpo es marcado por la 

peroxidasa. 

Etapas de la reaccion 

l.- Los cortes son desparafinados y rehidratados con agua destilada. El conjunto de 

las diluciones y lavados se realizan en tampón TrislHCl (O.O5M, pH=7.6) 

adicionado con NaCl9%. 
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2.- Bloqueode las peroxidasasendógenas.

La presenciadeperoxidasasendógenasen el tejido de estudiopuedeconducir

a una reaccióncoloreadaidénticaa la que tiene lugaren la etapafinal del marcaje

cuandolasperoxidasassefijan al segundoanticuerpo.Paraevitar la apariciónde la

coloraciónpor los sitios no específicos,es necesarioel bloqueode las peroxidasas

endógenasantesdel marcaje.Paraello, las láminasson colocadasen unasolución

de 11202 a 0.3% en tampónTris durante30 minutos.

3.- Lavadoscon tampónTris.

4.- Atenuacióndel ruido de fondo.

Estaetapaserealizaparaevitarcualquierreacciónno específicaquepudiera

producirseentrelasproteínastisularesy los anticuerposutilizados. Seaplica suero

de cabra normal (UCB Bioproducts Ref. 200-002) sobre los cortes en los que

previamenteseha escritocon un rotulador especial(Dakopen,Dako, Ref. S2002)

a fin de limitar la superficie de difusión del suero depositado.La duraciónde la

incubaciónesde 30 minutos.

5.- Marcajecon el anticuerpoanti-insulina.

Se incuba con un anticuerpoanti-insulina de cobaya(ICN, Ref. 65-104)

(dilución 1/500)duranteunahora.

6.- Lavadoscon tampónTris.

Se incubacon losanticuerposanti IgG de cobayaunidosaperoxidasa(Dako,

Ref. P141) (dilución 1/50) duranteuna hora. La peroxidasacatalizala reacciónde

hidrólisis del aguaoxigenada:

H20 > 1120 + 1/2 02

El oxígenoliberadooxidala moléculadiaminobenzidina(DAR) (Sigma,Ref.

D-5905) lo queprovocaráunacoloraciónparda.Esta reacciónpermitelocalizaren
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los cortes las célulasquecontieneninsulina.

- Seañaden10 mg de DAB disueltaen 20 ml de tampónTris.

- Añadir 12 gotasde 11202 al 3%.

- Aplicar estasolución a los cortes.

- Controlarel desarrollode la reacciónde coloraciónal microscopio.

- Detenerla reacciónal lavar los cortescon aguadestilada.

7.- Coloracióncomplementariade los núcleoscon hematoxilinade Harris (Gurr,

BDH, Ref. 35031).

8.- Montaje de las láminas.

Lasláminasson deshidratadas,aclaradasy montadascon un medio sintético

Eukitt (Kindler).

2.8. CUANTIFICACION DE CELULAS B.

2.8.1. Principio del método estereolégicoutilizado para estimar la masade

célulasB pancreáticas.

La cuantificaciónde la masade célulasbetapresenteen los páncreasseha

realizadoaplicandolos métodosdela estereología.Estemétodo,fundadoen modelos

matemáticosy estadísticospermitetransformarinformacionesparcialesprovenientes

de seccioneso proyeccionesdeun espaciode dosdimensionesen parámetrosdetres

dimensiones.Estos parámetrosrepresentanla relaciónde volumenocupadopor las

particulasconrespectoal volumendel espaciodereferencia.Segúnla nomenclatura

de los parámetrosestereolégicos,el volumen total de células betarelacionadocon

el total de célulasdel tejido pancreático,sedenominaproporción de volumeny se

representapor la notaciónVv.

El método de medición del porcentajede volumen se fundamentaen el
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siguientepostulado:si en un espaciode referenciaen tresdimensionesun cortetiene

unaorientaciónal azar,la relaciónentreel volumenocupadopor laspartículasy el

volumendel espaciode referenciaes igual a la relaciónde la superficiede sección

de estaspartículasen el espacioen dos dimensiones(llamado Aa). En efecto, el

empleode la superficiede secciónpermitela reconstruccióndel volumen.Por tanto,

la medida de la proporción de volumen se simplifica midiendo la superficie de

sección(esdecir Vv = Aa).

2.8.2. Medición de la superficiede secciónrelativa (Aa) y de la proporción

volumínica (Vv) de lascélulasB.

La medición de la superficie de sección (Aa) se efectuapor planimetría

electrónicacon la ayudade un sistemade análisisde imagenBIOCOM (Imagenia

2000).

El análisis de la imagennecesitala intervenciónde tressistemas:

1.- Un sistemade entrada-salidaquepermitela adquisición,el almacenamientoy la

recuperaciónde imagenesen unapantallade video.

2.- Un sistema de tratamientode imágenesque permite determinarlos umbrales

específicosdela imagenen funcióndelos nivelesdegris exhibidospor las diferentes

partesdel corte.

3.- Un sistemade tratamientode imágenesquepermitetraducir las características

de la imagenen parámetros.

En los cortes estudiados,la diferencia de tinción entre las células beta,

coloreadasen sepiapor la reacciónde la inmunoperoxidasa,y el restode tejido

pancreático,coloreadoen azulpor la hematoxilinade Harris, es transformadopor

el analizadoren diferentesdensidadesde gris.
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Paracadacortesemide la superficiede tejido pancreáticototal (Apáncreas)

y la superficiede tejido endocrino(AB). Conociendola masade tejido pancreático

total (m), la masade célulasbetapor páncreassepuedecalcularcomo:

A1~/Apxm

2.8.3.Muestreode los cortesa cuantificar.

Debidoal grannúmerode cortesde7~mde espesorqueseobtienena partir

de unamuestra,la cuantificaciónde lascélulasbetase realizaen unasubpoblación

de cortesquedebeser representativadel total del páncreas.Paraello, seefectuaun

muestreoal azarcuyo principio es el siguiente: parauna muestracon un total de

“M” cortes se decideescoger“m” cortespara analizar.La probabilidadde queel

muestreo“m” searepresentativadel total “M” serám/M. SeaP la inversade esta

probabilidad.P representael intervalo necesarioy suficienteentrelos cortes para

quelas muestrasmedidasseanrepresentativasdel total de los cortes.

Con la ayudade una tabla de númerosaleatoriosse escogeel númerodel

primercorte(C) queva a constituir la muestra.Los otroscortesseleccionadosserán

por tanto los númerosC + P, C + 2P,C + 3P,...

2.9. DETERMINACION DE LOS TRANSPORTADORESDE GLUCOSA.

FUNDAMENTO

Parala determinacióndelos transportadoresde glucosa(GLUTs) seempleó

la técnica de “Western Ligant Blott”. Es esta una técnica que requierevarios

procesos:en primer lugar, se realiza la electroforesisen gel de poliacrilamida

(Laemmli, 1970)parasepararlos GLUTs y el restode las proteínas;posteriormente,

se transfierenlas proteínasa una menbranade nitrocelulosa; finalmente,se incuba
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la membranacon anticuerposespecíficoscontralos GLUTs y sevisualizanmediante

unareaccióninmunoquimica.

PROTOCOLO

1.- Obtenciónde las muestras

.

Los islotes dondese determinanlos GLUTs se recogenen seco (300-500

islotes),y se congelancon nitrógenolíquido a -80W hastasu utilización.

El díade la pruebase resuspendenen tampónde lisis (Tris, SOmM;EDTA,

5mM; PMSF, lmM y Glicerol al 10%;pH 6.8) y se sonicanduranteun minuto. En

estoshomogenadosse midenlas proteínasy, unavez determinadas,seles añadeSDS

(concentraciónfinal: 3%) y beta-mercaptoetanol(concentración final: 5%). A

continuaciónse incluye como indicadorazul de Bromofenol al 0.005% y se deja

durante30 minutosa temperaturaambienteantesde cargarel gel.

2.- Electroforesis

.

Preparaciónde los gelesdepoflacrilamida

Sepreparandosgelesde diferenteconcentraciónfinal de acrilamida: una, al

5% (Tris, 0.SM; SDS al 10%; Acrilamidaal 30%; Persulfatoamónicoal 10% y

Temed)denominado“concentrador’,dondese localizan los pocillos en los quese

depositanlas muestras;otra, al 10% (Tris, l.SM; SDS al 10%; Acrilamidaal 30%;

Persulfatoamónicoal 10% y Temed) denominado“separador’,dondesedepositan

las proteínasquemigrana través de él. El Temeddebeañadirseantesde cargarel

gel, ya queactúacomocatalizadorde la gelificación.En primer lugar sepreparael

“separador” y unavez gelificadose introduceel “concentrador’.Finalmente,con

ayudade un peine, se moldeanlos pocillos de las muestrasen el ‘concentrador”.
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Carga de las muestras

Las muestras,conun volumental quecontengala cantidadde proteínasque

queremoscargar (3Ogg parael GLUT-2, 6Ogg parael GLUT-1 en ratasadultasy

20 gg paraGLUT-1 en fetos), sedepositanen los pocillos.

Aparte de las muestras,se carga una proteína teñida de pesomolecular

similaral delas proteínas-problemalo quepermitereconocerdóndeselocalizan.En

nuestrocaso,usamosfumarasadepesomolecular48500(FumarasaF-0262,Sigma).

Porúltimo, comocontrolpositivo, sedepositaunapreparacióndemembranas

que contienenGLUT- 1 y GLUT-2 comoreferenciapara identificarlos.En el caso

del GLUT-2, la preparaciónserealizacon membranasde hígadoy parael GLUT-1,

con membranasde cerebro. En las figuras 2 y 3 aparecenlos resultadosque se

obtuvieron al efectuar una curva patrón con cantidadescrecientesde ambas

preparacionesen la puestaa puntode la técnica.

Las preparacionesde membranasse obtienen mediante centrifugación

diferencialdel tejido previamentehomogenado.

Condicionesde la electroforesis

El gel se cargaen el aparatode electroforesisy secubrecon un tampónde

electroforesis(Glicina, Tris y SDS al 10%). El procesose realizaa 125V, 500mA

y duranteaproximadamenteunahora y media.

3.- Electrotransferencia

.

Transcurridala electroforesis,serecuperael gel y se depositaen un tampón

de transferenciacompuestode Tris, Glicina y Metanol. La membranadondese

transfiere(Inmobilon-P;Millipore) sesumergedurante30 segundosen metanoly 60

segundosen agua.Se preparael conjuntogel-membranay seintroduceen la cubeta

de electrotransferencia,rellenade tampón.La transferenciase realizaen frío y con
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agitación,durantedos horasy mediaa 100V y 300mA.

Una vez terminadala electroforesis,las proteínashan pasadodel gel a la

membrana.

4.- Incubaciónde los anticuemos

.

Bloqueode lasproteínas

Antesdeincubarla membranaconel anticuerpoprimario, sehan debloquear

los sitios de unión libres dela misma,sumergiendola membranaen unasoluciónde

bloqueo(lecheal 5% en PBS) quecontieneunaalta concentraciónde proteínas.

Tratamientocon el primer anticuerpo

Se utilizan anticuerposcontra GLUT-1 (Policlonal antibody to glucose

transporter-mt brain-, Biogénesis) y GLUT-2 (Policlonal antibody to glucose

transporter2,Biogénesis)disueltosen PBS con BSA al 3% y azidasódicaal 0.02%.

Parael tratamientoconel anticuerpo,la membranaseintroduceen unabolsa

de plásticoconel anticuerpo,se sellapor completoy se agita toda la nochea 40C.

A la mañanasiguiente, se introducela membranaen solución lavadora(Tween-20

al 0.1% en PES),secolocaen un bañoa 37W con agitacióndurante10 minutos,

se cambiala soluciónlavadoray serepite el procesohastacuatro veces.

Tratamientocon el segundoanticuerpo

Sepreparael segundoanticuerpodiluido en lecheal 1 % en PBS y Tween-20

al 0.05% en PBS. Seintroducela membranaen unabolsadeplásticocon la dilución

de segundoanticuerpoy seagitaa temperaturaambienteduranteuna hora. Después

del tratamiento,se lavanuevamentecon solución lavadorahastacuatroveces.

5.- Reconocimientode los complejosespecíficos

.

Se llevó a cabomedianteunatécnicaquimioluminiscente,la técnicadeECL.

El anticuerposecundarioseencuentraunido a unaenzimaquees capazde
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catalizar la oxidación de un perácido, la peroxidasade rabano(HPR). La forma

oxidadade esteperácidoexcitaal luminol quepasaasía un estadocapazde emitir

luz. De estaforma, la luz apareceen la zonadondeselocalizan los GLUTs.

Sepreparaunamezclaapartesigualesde los reactivos“Detection reagent1

y 2” (ECL Westermblottingprotocols.RPN2106; Amersham).En cámaraoscura,

se sumergela membranaen estamezcladurante30-60 segundos.La membranase

envuelveen plásticoflexible paraqueestébien seco externamentey se fija a una

películasensible.La duracióndel contactodependedela intensidadluminosade las

señales.

Finalmentela películase revelaen un reveladorautomáticoAgfa Curix 60.

6.- Cuantificacióndensitométrica

.

La densidadópticade las manchaspresentesen la películasecuantificaen

un densitómetropersonalde MolecularDynamics (Sumyvale,California).

2.10. TECNICAS ANALíTICAS

2.10.1.Determinaciónde la glucosaensangre.

La glucosaseanalizóen la sangrepor el métodode la glucosa-oxidasa(Test-

CombinationGlucose,Boehringer).

Principio

En unaprimerafase,la glucosaes oxidadaa gluconatomediante la enzima

glucosa-oxidasa(GOD, EC 1.1.3.4), en unareacciónquelibera aguaoxigenada.

En una segundafase, la enzimaperoxidasa(POn, EC 1.11.1.7.) (213)

cataliza,por medio del aguaoxigenada,la oxidación de un compuestoreducido.

Dicho compuesto,el cromógeno2,2’azino-di [3 etil benzotiazolina-ácidosulfónico

(6)] sal diamónica,escapazde colorearseal ser oxidado, presentandoun máximo
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de absorbancia(A)a 420 nm.

La pauta reactivaes la siguiente:

GOD
a) Glucosa+ 02 + H20 > Gluconato+ H202

POD
b) H20, + Cromógeno > Compuestocoloreado+ H20

Protocolo

La sangrese desproteinizay tratasegúnse describió en la sección2.4. Del

sobrenadanteobtenido,se toman 100 ~¿ly seañaden2.5 ml de GOD. La reacción

se lleva a cabo durante35 minutos en obscuridad. Transcurridoel tiempo de

incubación,la medición de la Absorbanciase realiza en un espectrofotómetro.

La Absorbanciaevaluadaes directamenteproporcionala la concentraciónde

glucosay se comparacon la que seobtienecon una soluciónpatrónde ésta (9.1

mg/mí). De esta forma, el cálculo de la concentraciónsanguíneade glucosa se

realizaa partir de la expresión:

Apr~ien ~ íoo= mg glucosa/loo ml sangre

2.10.2.Determinación de las proteínas.

El análisisde las proteínasse llevó a cabomedianteel método descritopor

Bradford (1976). El principio de estemétodose basaen el cambiode absorbancia

que experimentauna solución ácidade CoomassieBrilliant Blue G-250 (465nm)

cuandose unea proteínas(595nm).

Sepreparaunacurvapatrónapartir de unasoluciónde gamma-globulinade

concentraciónlmg/ml (gamma-globulina,SIGMA G5009).A la curvaestándary los
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problemasa dosificar se les añade1ml de reactivode coloración(Bio RadProtein

Assay,Cat-500-0006,diluido 1/5 conaguay filtrado). Unavez añadidoel reactivo,

seagitanlos tubos y se mantienen5 minutosen oscuridad.Pasadoeste tiempo de

incubación, se lee la absorbanciaa S9Snm. Las concentracionesproblemasse

resuelvensobrela curvapatrón.

2.10.3.Determinaciónradioinmunológicade Insulina.

EstatécnicafueintroducidaporYalow y Berson(1960)paramedir la insulina

plasmática y es actualmenteutilizada para valorar, de manera sensible y

reproducible,un gran númerode hormonas,enzimaso medicamentos.

Principio

El radioinmunoanálisis(RIA) estábasadoen:

A) La competiciónde la insulina no marcada(fría) y la insulinamarcadacon

un isótoporadiactivo(1125) por los mismosespaciosantigénicosde un anticuerpoanti-

insulina(Ac).

B) La separaciónde la hormonalibre (F) del complejoinsulina-Anticuerpo

anti-insulina(B).

Seponencantidadesconstantesdeinsulinaradiactivay de Ac-anti-insulinaen

presenciade cantidadesvariables de insulina fría (cantidadesconocidasen los

estandaresquesirven paraestablecerunacurvapatróny cantidadesa determinaren

las muestrasa dosificar). La hormonafría compitecon la hormonamarcadaen su

reacción con el anticuerpoespecífico,evitando la formación del complejo Ac-

Antígeno marcadoy favoreciendoel complejoAc-Antígenono marcado.Por tanto,

unavezquesealcanzael equilibrio deunión,la proporciónde insulinalibre (F) será

función de la cantidadde insulina fría presenteen el medio. Es decir, cuantamás
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hormonamarcadalibre (F) haya,máscantidaddehormonafría existiráen el medio.

Finalmente, la concentración de insulina de las muestras se calcula

comparandosu reactividadinmunológicacon la de las solucionesestandaresque

contienencantidadesconocidasde hormona.

El isótopoutilizado es el J’~ puestoquees relativamentefácil de introducir

en las hormonaspeptídicas.Este isótopopresentaunaactividadespecíficaelevada,

necesariaparalas clasificacionesradioinmunológicassensibles,y semide fácilmente

graciasa los rayos gammaqueemite.

Reactivos

Se empleael Kit suministradopor la casaNovo Nordisk, utilizándoselos

siguientesreactivos.

1.- Tampón FAM [Na2HPO4,H20; NaH2PO4, H20; albúmina bovina;

metiolato].

El FAM es un tampón fosfato 0.04M, pH ‘7.4, utilizado para diluir el

anticuerpoanti-insulinade suero y la insulina marcadacon J125•

2.- TampónFAM—Na [FAM; albúminahumana;NaCí].

El FAM-Na es un tampónfosfato 0.04M, pH 7.3, quecontieneNaCí. Se

empleapara la preparaciónde la soluciónestándary paradiluir las muestrasde

suero.

3.- Soluciónde insulina marcada.

Se utiliza insulina humana monoiodadaliofilizada, marcadacon 1125. Se

reconstituyeen 1.4 ml de aguadestilada.Unaalícuotade estasoluciónsediluye en

FAM de forma que cadatubo de dosificacióncontenga100 ~¿lde solución de

insulina marcada.
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4.- Solución estándarde insulina.

Se utiliza insulinade ratapurificaday liofilizada quesereconstituyecon 1.4

ml de aguadestilada.A partir de estasoluciónseobtiene,por sucesivasdiluciones

con FAM-Na, la curvapatrón.

5.- Solución de anticuerpos.

Se empleaun anticuerpoanti-insulinade cobaya,liofilizado y reconstituido

con 1.4 ml de aguadestilada.Esta solución sediluye con FAM paraobteneruna

soluciónde anticuerpospara el inmunoanálisis.

Dilución de las muestras.

Debidoala grancantidadde hormonaquepresentan,algunasde lasmuestras

problemahay quediluiríasparaquepuedanser leídasen la curvapatrón.

En el caso de los plasmas,la dilución se realizacon FAM-Na mientrasque

en el restode lasmuestraslas dilucionesserealizan con Medio Krebs + albúmina.

Protocolo

ConmonentesdelRIA

a) La curvaestándar.

Tubos que contienencantidadescrecientesde hormona fría frente a una

mismacantidaddehormonamarcada.

b) Los ceros.

Tubosqueno contienenhormonafría y, por tanto, indican la radiactividad

máximaligadapor el anticuerpo.

c) Los blancos.

Tubos que no contienen antisuero ni hormona fría; miden la ligazón

inespecificaquedeberestarseal resto de los tubos.
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d) Los estandaresde contaje.

Tubos que indican la radiactividad que se pone en forma de hormona

marcada.

e) Los tubos problema.

Tubos quecontienenlas muestrasa determinar.

Desarrollo de la reacción

.

a) Adición del anticuerpo.

Se añadena cadatubo 100 ~l de la solución de anticuerposobteniday se

incubaduranteun periodode20-24horasa 40C.La hormonafría ocuparáunaparte

de los sitios de unión del antisueroy dejaráotra partelibre.

b) Adición de la insulina marcada.

Despuésde la incubacióncon el anticuerpo,seañaden100 ¡¿1 de hormona

marcaday se incuba durante4 horas a 40C. La hormona marcadaocuparálos

lugaresquepermanecíanlibres.

c) Separacióndel complejoantígeno-anticuerpo.

Parasepararel complejoantígeno-anticuerpode la hormonalibre, seañaden

1.6 ml de etanolal 96% y secentrifugadurante10 minutos a 2000 r.p.m. De esta

forma, se consiguequeel complejoprecipite.

Unavez precipitadoel complejo, seelimina el sobrenadantey seprocedea

lavar con una mezclade etanol96%, FAM y aguadestilada.Se centrifugadurante

otros 10 minutosa 2000 r.p.m. y seelimina el sobrenadante.

Finalmente, se redisuelveel precipitadoen 0.5 ml de NaOH 0.05N y se

cuentala radiactividaden un contadorPackardAuto-Gamma5650.

Cálculos
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Despuésdel recuentoen cadatubo de la radiactividad(cuentaspor minuto,

c.p.m.), se calculael “porcentajede radiactividadligado específicamente”,RPB,

cuyaexpresiónes:

RPB = Ci-C.b < ~oo
Co-Ch

en donde Ci es la radiactividad precipitadaen un tubo dado, Co la

precipitadaen los tubos “ceros” y Cb la precipitadaen los “blancos”.

A continuación,se trazauna curvapatrón en la que se representaen las

abcisaslas concentracionesestándarde hormonafría y en las ordenadas,el RPB

correspondiente.La curva que seobtiene de estamaneraes parabólica.Si lo que

representamosesel RPB en función del logaritmo de la concentración,la curvaque

aparecetienecaráctersigmoideo.Los tubosproblemaseresuelvenen el tramolineal

de estaúltimagráfica;paraello se calculala rectaderegresiónlineal y sesustituyen

en ella los valoresde radiactividadobtenidosen cadaproblema.

De estaforma, sepuededeterminarla concentraciónde hormonafría para

cadamuestraproblema.

Debidoa la no comercializacióndel Kit de insulinade la casaNOVO a partir

del año 1994, partede los resultadosquecomponenestaTesisse han evaluadocon

otro Kit comercial suministradopor la casaINCSTAR Corporation(Stillwater,

Minnesota,USA).

Los reactivosde estenuevoKit incluyen:

- Insulinaporcinamarcadacon

- Soluciónestandarde insulina de rata para la obtenciónde la curvapatrón.

- Anticuerposanti-insulinade cobaya.
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-Complejode precipitación.

La dilución de las muestras,los componentesdel RIA y el desarrollode la

reacciónfueron similaresa lo descrito parael Kit de la casaNOVO. Se adaptóla

curvapatrónal mismo rangoqueutilizábamosy, valorandolos mismosproblemas

conlos dostipos de RIA, comprobamosqueno existíandiferenciassignificativasen

los resultadosobtenidoscon una u otra prueba.Hay que reseñarque el análisis

comparativode los métodosnosconfirmóla absolutaposibilidadde comparaciónde

resultadosen afinidad y sensibilidaden ambosmétodos(Fig. 4).

2.10.4.Determinaciónfluorhnétricadel DNA

La técnica utilizadapara la medición del DNA fue descritaen 1980 por

Labarca y Paigen (Labarca et Paigen, 1980) y modificada posteriormentepor

Hopcroft y cols. (1985).

Principio

Se trata de una dosificación fluorimétrica. El fluorocromo utilizado es el

compuestoHoechst33258,moléculaquetienela propiedadde intercalarseentrelas

basesde la doblehélice de AUN y aumentarde estaforma su fluorescencia.

Este métodopermiteutilizar directamentelos homogenadosya que en ellos

la estructuraproteicade la cromatinaestádisociaday haceal AUN accesiblea la

reacción. En estas condiciones, el aumentode la fluorescenciadel compuesto

H33258eslineal conrespectoal incrementoen la concentraciónde AUN.

En nuestrocaso,los homogenadosserealizaronapartir deislotescongelados

a -200C que son sonificadosen el momentode la valoración.

Reactivos

1.- Soluciónalfa.- (NaCí 2M ¡ Na
2HPO45OmM).
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2.- Soluciónbeta.-(NaCí 2M 1 NaH2PO4SOmM).

La soluciónalfa (básica)junto con la solución beta (ácida), ajustadasa pH

7,4, formanel tampónde dosificación.

3.- FluorocromoHoechst33258 (Sigma,RefB2883).

Sepreparaunasolución de fluorocromode concentración0,1 gg/ml.

4.- ADN de timo de ternera(Sigma,Ref. DíSOl).

Se preparauna solución madre de AUN de concentraciónteórica 500

ggADN/ml. Laconcentraciónreal dela solución se determinaal medir la absorción,

a 260 nm, de la soluciónde AUN diluida 1/10 con tampónde dosificación. Una

unidadde absorbanciaseobtieneparauna solución de 50 pgADN/ml.

Protocolo

1.- Preparaciónde la curvapatrónde AUN.

A partir de la solución madrede AUN sepreparaunacurvacon cantidades

crecientesde AUN, hastaun volumentotal de 1425 pl.

2.- Tratamientode los problemas.

A cadagrupode islotesguardadosen seco, se le añade1425 gí de tampón

de dosificacióny se sonicandurante15 segundosa 2 Amperiosen tres pulsosde 5

segundos.

3.- Adición del fluorocromo.

A todoslos tubos de la curvaestándary a los problemasse les añaden75 gí

de la solucióndiluida de fluorocromo,para llegar hastaun volumen final de 1500

ul. Se agitanlos tubos y se dejan en oscuridaddurantemediahora.

4.- Medición de la intensidadde fluorescencia.

La intensidad de fluorescencia relativa fue medida en un fluorímetro

(LuminiscenceSpectrometerLS 50, Perkin Elmer) a una longitudde excitaciónde
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356nmy de emisión de 448nm.

Cálculos

Se traza una curva patrón en la que se representaen las abeisas la

concentraciónde ADN y en las ordenadasla fluorescencia(Fig. 5). Se calcula la

recta de regresión lineal y la cantidad de ADN de las muestras se calcula

sustituyendoen ella los valoresde fluorescenciaobtenidosen cadaproblema.

De esta forma, se determinala concentraciónde AUN de cadamuestra

problemay sedivide entreel númerode islotesquecontiene.

2.11. EXPUESIONDE LOS RESULTADOSY CÁLCULOS ESTADISTICOS

Los resultadosobtenidosse han expresadocomo la mediaaritméticadecada

serie de valores y su desviaciónestándar(D.S) o su error estándar(E.S). Las

fórmulas correspondientesa estosdosúltimos parámetrosson:

D.S. = >1 (x< - x9 ES. - ____

n-1

x, escadavalor encontrado, x esla mediaaritméticay n el númerototal de datos.

En las seriesen que se dispusode un númeroelevadode datos,pudieron

rechazarselos queseencontraronsensiblementealejadosde la media, mediantela

aplicación del test de la 2. Para ello sedeterminóen las tablasel valor de >3 en

función del número total de valores y del número de éstos que calan fuera del

intervalo definidopor la mediay la desviaciónestándar:

Si sedespreciabaalgúndato, se repetíael cálculo de la mediaaritméticay
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la desviacióno el errorestándarsin ellos.

Paradeterminarel grado de significación estadísticade la diferencia dos

medias,seutilizó la ‘7’ de Student,calculadamediantela expresión:

~ .n~
n +>¡x y

2 2

D~. n~ +D~. n~
n~ +n -2

en la cualx ey son las mediasaritméticasquesecomparan;;,n~ el número

de valores de cada serie; D~, 1% son las respectivasdesviacionesestándarno

sesgadas.

Una vez calculadoel valor de z, seobtuvo el gradode significaciónde la

diferenciaen la correspondientetabla. En los casosen los quesepudo, sedeterminó

el grado de significación estadísticade la diferencia entremediaspor medio del

análisisde la varianza(ANOVA). Éstecálculo se realizó con el programaBMDP

(BMDP Statístical,SofwareInc. Los Angeles).

El grado de significación es una medida de la probabilidad de que la

diferencia entre las mediassea verdadera,y no debidaal azar; se expresódel

siguientemodo:

* parap < 0.05 (95% de probabilidad)

* * parap < 0.01 (99% de probabilidad)

* * * parap < 0.001 (99.9% de probabilidad)
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3.- RESULTADOS

3.1.ANÁLISIS Y ESTABLECIMIENTOIN VIVO DELPERIODOCLAVE DE

SUBNUTRICIÓN, DURANTE EL DESARROLLO, QUE PROVOCA UNA

MAYOR PERTURBACIÓN DE LA SECRECIÓN DE INSULINA.

3.1.1. Estudio de los efectosproducidosen distintos parémetrosvariando el

periodogestacionalde subnutrición.

Los efectos de la subnutrición son consecuencia, sin duda, de las

circunstanciasquemodulande forma decisivael procesode adaptacióna la falta de

nutrientes.En periodosde desarrolloestascircunstanciasseríanfundamentalmente

el tipo cualitativo que se establecey la etapade inmadurezen que tiene lugar la

restricción. Por ello, en nuestrotrabajosobre las posiblescausasqueperturbanla

secreción de insulina, comenzamosun estudio para un mismo modelo de

subnutrición,sobrelas alteracionesqueseproducencuandosesubnutreen distintas

etapasde la gestación,para poder así centrar nuestro estudiosobre la etapaque

aparecieracomo másdecisivaperturbandola secreciónde insulina.

3.1.1.1.Evolución del pesocorporalen la madredurantela gestación.

En la Fig. 6, sepresentala evolucióndel pesocorporaldurantela gestación

en las cuatro poblacionesde ratas consideradas:control, ratas subnutridassólo

duranteel primer tercio de la gestación(0-7), ratas subnutridassólo duranteel

segundoterciode la gestación(7-14) y ratassubnutridasduranteel último terciode

la gestación(14-21).Los resultadosaparecenexpresadoscomoel incrementodepeso

queexperimentanlos animalesa lo largo de la gestaciónen relación al pesoque

tenían en el momentode la concepción,siendo el pesomedio de partida de los

cuatrogruposmuy similar (2l0-230g).
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Como se observa en la figura, las madres controles incrementaron

paulatinamentesu pesodurantela gestación.Las madresque fueron subnutridas

durantela primen semanadisminuyeron su pesocorporal en este periodo para

posteriormenteaumentarlocuandofueronrealimentadas.A pesardeesteincremento,

el pesosiguió siendosignificativamenteinferior al de las controlesen la segunda

semanay continuédisminuidohastael final de la gestación,si bienen estemomento

las diferencias en cuanto al incremento de peso corporal ya no fueron

estadisticamentesignificativas.

En el casode las madressubnutridasentrelos días7 y 14 de gestación,se

produjo una disminución significativa del peso corporal duranteel periodo de

restricción.A pesardequela realimentaciónprovocóun aumentoen esteparámetro,

al final de la gestaciónel incrementoen pesode las madres(7-14) (106.1 ±21g)

fue significativamenteinferior al de las controlesy sólo representóel 70% del valor

encontradoen estapoblación.

Finalmente,las madresquefueronsubnutridasduranteel último terciode la

gestación,no aumentaronprácticamentedepesoduranteesteperiodo,llegandoaun

incrementodepesoal final de la gestaciónde tansólo 60.2 + 4.9g, querepresenta

un 40% de lo encontradoen las madrescontrol.

3.1.1.2.Glucemia,insulinemiay contenidopancreáticode insulina enmadres

de 21 díasdegestación.

Segúnse muestraen las Figs. 7a y 7b, la subnutriciónde las madresen los

distintos tercios de la gestaciónno provocódiferenciassignificativasen cuantoa la

glucemiay la insulinemiaa los 21 díascon respectoa lo encontradoen las madres

controles.
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Resultados similares se encuentranen cuanto al contenido de insulina

pancreática[expresadoen unidadesde concentración(U/g páncreas)]en el mismo

periodo(Fig. 7c).

3.1.1.3.Peso de cuerpoy páncreasde los fetos de 21 díasde gestación.

Cuandoseevalué el pesode cuerpode los fetos de 21 días de gestación

procedentesdelas trespoblacionesde madressubnutridas(Fig. 8a), seobservóque

se encontrabasignificativamentedisminuido en todos los casoscon respectoa lo

encontradoen los fetosde madrecontrol. Ladiferencia másacusada,sin embargo,

fue la de los fetosde 21 díasprocedentesde madressubnutridasen el último tercio

dela gestación[5.4 + 0.05gcontrol, 4.4 ±0.03g fetos (14-21)],conunareducción

de pesocorporaldel 20%.

A pesar de esta disminución de peso corporal en las tres poblaciones

subnutridas,sólo los fetos procedentesde madressubnutridasen el último terciode

la gestaciónmostraronunadisminuciónparaleladel pesodel páncreas(Fig. 8b).

Cuando se calcula la relación peso del páncreas/pesodel cuerpo en los fetos

controlesy los procedentesde madressubnutridasduranteel último tercio de la

gestación,se observaque esta relación está aumentadaen los fetos de madres

subnutridas[3.7 + 0.02control, 4.2 + 0.03 subnutridas(14-21)].

3.1.1.4.Glucemia,insul¡nemiay contenidopancreáticode insulina de los fetos

dc 21 díasde gestación.

En la Fig. 9a, aparecen reflejados los valores de glucosa en sangre

encontradosen las cuatropoblacionesdeestudio.Comosepuedeobservar,no hubo

diferenciassignificativasen esteparámetroentrelos fetosde 21 díascontrolesy los
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fetosde las distintasetapasde subnutrición.

Cuandoseevaluóla insulinemia(Fig. 9b) no seencontrarondiferenciasentre

los fetoscontrolesy los procedentesde madressubnutridasen la primerasemanade

gestación;pero estevalor, si que fue significativamentesuperioral de los fetos

controlen los, fetosprocedentesde madressubnutridastanto en el segundocomoen

el último terciode la gestación[160.7±l0.2gU/ml control,200.6 ±7.2~U/ml (7-

14) y 216.4 ±4.3 ~¿U/ml(14-21)].

La concentraciónde insulinapancreáticasóloseencontrósignificativamente

aumentada,con respectoa la poblacióncontrol, en los fetos de madressubnutridas

en la última semanade la gestación[4.1 ±0.4 control 6 0 + 0.5 UI g páncreas

(14-21)] (Fig. 9c).

3.1.1.5.Evolución del pesocorporaldurantela gestaciónde las ratasmadres

subnutridasdesdeel día 16 de gestación.

La Fig. 10 muestrael paralelismode las dos poblacionesde animales,la

control y la queiba a ser subnutrida,queexperimentaronun incrementoen su peso

de cuerpo similar (74 ±2.3 control 71 + 3 lg subnutrida).Pero, a partir del día

16, las ratasqueempezarona ser subalimentadasno aumentaronprácticamentesu

pesode forma que, al final de la gestación,los incrementosen peso de cuerpo

fueron significativamentediferentes(145 ±3.1 control 78 + 4 2g subnutrida).

3.1.1.6.Estudio de losparámetrosanteriores comenzandola subnutrición el día

16 de gestación.

La tabla 1 muestraquelas variacionesen glucemia,insulinemiay contenido

de insulina pancreáticoen las madresgestantesde 21 días varían frente a las
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Tabla 1.- Glucemia, insulinemiay contenidode insulinapancreáticode madresde 21 días
de gestacióny pesode cuerpoy pancreas,glucemia, insulinemia y contenidode insulina
pancreáticode fetosde 21 díasde gestación,todos elloscontrolesy subnutridosdesdeel día
16 al 21 de gestación.Los valoresaparecenreflejadoscomo media + E.S.

CONTROLES 5UBNUTRIDOS

]
Madresde Glucemia(mg/lOOml)
21 d.d.g.

Insulinemia(¡¿U/mI)

Contenidopancreático
(U/g páncreas)

65.6 + 0.8

50.7 + 1.8

5.03 + 0.05

65.9 + 1.0

48.3 + 1.8

4.91 + 0.08

Fetos de Pesocuerpo(g)
21 d.d.g.

Pesopáncreas(mg)

Glucemia(mg/lOOml)

Insulinemia(MU/mi)

Contenidopancreático
(U/g_páncreas)

5.41 + 0.04

20.22 + 0.04

50.3 + 2.9

160.7 + 11.6

4.11 + 0.22

4.41 + 0.08’

17.92 + 0.87>’

50.1 + 2.3

200.8 + l1.la

6.90 + 0.33’

p c 0.05 relativo a las ratascontrol del mismo día de

p < 0.01 relativo a las ratascontrol del mismo día de

p < 0.001 relativo a las ratascontrol del mismo día de

vida.
vida.
vida.

1



controlesde igual forma, comenzandola subnutricióntanto a los 14 comoa los 16

díasde gestación,aclarandocon ello unaposible dudaqueexistíaen la literatura.

No seencontrarondiferenciasni en glucemia,insulinemiani contenidopancreático

de insulinacon respectoa controles.

Los fetos de 21 días mostraronvariaciones con respectoa controles,

comenzandola subnutrición el día 16 de gestación, idénticas a las encontradas

cuandola subnutriciónsecomienzael día 14 (Tabla1).

3.1.1.7.Conclusionesdelestudiode la subnutriciónproteico-calóricavariando

la etapagestanteen quese provoca.

Del estudiode los parámetrosanteriormenteexpuestos,realizadoscon la

misma subnutrición proteico-calóricaen los distintos tercios de la gestación,se

deduceque los mayoresefectoscon respectoa la secreciónde insulina parecen

predominaren el último tercio. Los efectos son los mismos comenzandola

subnutriciónel día 14 ó el 16 de gestacióny prolongándosehastael día 21. En los

estudiossucesivosquesevan a exponer,la subnutriciónsecomenzóel día 14 de

gestación.

3.1.2. Estudio de la secreciónde insulina en ratasmadressubnutridasen el

último tercio de la gestacióny en susfetos.

3.1.2.1.Toleranciaa la glucosaen madresde 21 díasde gestación.

En la Fig. 1 lA se muestrala evolución de la glucemia, en ratasgestantes

subnutridasy controles,durantelos 120 minutosposterioresa la administraciónde

unasobrecargade glucosa.

Lasglucemiasdepartidafueronsimilaresen las dospoblaciones(65.6 ±0.8
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control, 65.9 + 1 .Omg/lOOml subnutridas).La administraciónde la glucosaindujo

una elevaciónde la glucemiaque fue significativamentesuperior en las madres

subnutridasdurantetodo el periodo de duraciónde la prueba.Así, la respuesta

integradade glucosafue,de igual forma, significativamentesuperioren las madres

subnutridasfrentea las controles(964.4 + 28.4, 1336.1 + 65.8 subnutridas)(Fig.

liB).

La variaciónde la insulinaplasmáticaa lo largo de la pruebase muestraen

la Fig. 12A.

Comoseobserva,la insulinemiadepartidafue significativamenteinferior en

las madresgestantessubnutridas(54.4 ±3.OgU/ml control, 40.7 ±0.5~U/ml

subnutrida).La administracióndeglucosaprovocóen ambosgruposdeanimalesuna

elevaciónde la insulina en plasmaa los 10 minutos que fue progresivamente

disminuyendoa lo largo de la prueba,si bien esteaumentofue significativamente

inferiorenlos animalessubnutridos;así,al calcularla respuestaintegradadeinsulina

seencontró,de igual forma, significativamentedisminuidaen las madresgestantes

subnutridas(843.7±82.2 control, 607 + 63.3 subnutrida)(Fig. 12B).

Cuandosecalculó el índice insulinogénico(AI/AG) seencontróqueestaba

significativamentedisminuidoen las madressubnutridasfrente a las controles(0.87

±0.03control, 0.43±0.01 subnutrida).

3.1.2.2.Secreciónde insulina in vitro en madres de 21 días de gestación.

El estudioitt vitro de la respuestainsulino-secretorase realizóconislotesde

Langerhansaisladosde páncreasde madresde 21 díasde gestacióntanto controles

como subnutridasen el dítimo tercio de la gestación.

Comoaparecereflejadoen la Fig. 13a, cuandosedeterminóel contenidode
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Tabla2.- Porcentajedeliberaciónde insulinaen ratasmadrespreñadasde 21 días,controles
y subnutridasduranteel último tercio de la gestación.Media + ES.

Liberaciónde Insulina(%

)

2.8 G 0.54 + 0.03 0.68 + 0.07

2.80 + Arginina 2.91 + 0.11 3.96 + o.o«

16.70 17.53 + 1.31 19.61 + 1.12

16.7 G + Arginina 36.91 + 1.31 45.14 + 1.62’

Leucina 1.83 + 0.04 2.11 + 0.06

1 Madrescontroles Madressubnutridas

p < 0.05 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.



insulinade los islotesaislados,seobservóuna disminuciónsignificativaen las ratas

subnutridas(6854 + 276gU insulina/islote) con respectoa lo encontradoen la

poblacióncontrol (9890±482~Uinsulina/islote).

Segúnsemuestraen la Fig. 13b,los islotesdelas dospoblacionesde madres

incrementaronsignificativamentesu respuestaa la glucosacuando se aumentóla

concentraciónde éstaen el mediode incubación (de 2.8mM a 16.7mM). Además,

en ambosgrupos, este incrementoen la respuestainsulino-secretorafue superior

cuandoen el medio seañadió,tambien,el aminoácidoarginina.

Cuandosecomparanlas dospoblacionesentresí no seobservandiferencias

estadisticamentesignificativasen ningunade lascondicionesconsideradas.

Comose refleja en la Tabla 2, al expresarla liberaciónde insulinaen tanto

por cientoaproximado(porcentajede liberación de la hormonapor los islotes en

relación con el contenidoinsulinico de éstos), seobservaqueeste porcentajefue

superioren los islotesde madresgestantessubnutridasen las doscondicionesen las

queel medio se suplementócon arginina.

3.1.2.3.Secreciónde insulina¡a vitro en fetos de 21 días de gestación.

La respuestainsulino-secretorade los islotes fetalesse realizó despuésde

mantenerlosen cultivo duranteun periodo de 5 a 7 días.

En la Fig. 14a se observaque los islotes de fetos procedentesde madres

subnutridas presentan un contenido insulinico significativamente superior al

encontradoen los islotesde fetoscontroles(1736 ±l85~U insulina/islotecontrol,

3668 ±l24gU insulina/islotesubnutrido);concretamente,el contenidose duplicó

en los islotesde fetos procedentesde madressubnutridas.

El estudiode la respuestainsulino-secretoramuestraque los islotes de los
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Tabla 3.- Porcentajede liberación de insulina en islotes aisladosde fetos de 21 días
procedentesde madrescontrolesy subnutridasduranteel último tercio de la gestación,en
respuestaa distintossecretagogos.Los resultadosson expresadoscomo media + E.S.

Fetossubnutridos

2.86 1.24 + 0.04 1.18 + 0.09

2.86 + Arginina 4.62 + 0.11 7.62 + 0.21>’

16.76 2.85 + 0.07 3.13 + 0.12

16.76 + Arginina 8.01 + 0.73 7.12 + 0.81

Leucina 4.62 + 0.18 3.42 + 0.10’

< 0.05 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.
< 0.01 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.

1 Liberaciónde Insulina (%)

Fetoscontroles

p
bp



fetos controles prkticamente responden igual a la glucosa en situación basal 

(2.8mM) que en situación estimulante (16.7mM). Sin embargo, esta respuesta se ve 

significativamente incrementada cuando se añade al medio de incubación arginina 

19mM (25.1 f 2.3pU insulinahslote con 2.8mM de glucosa, 83.7 f 31.3lU 

insulinahslote con 2.8mM de glucosa más arginina y 47.8 f 9.l$J insulinahlote 

con 16.7mM de glucosa, 140.8 f 10.4pU insulinahslote con 16.7mM de glucosa 

ti arginina). Además, la respuesta insulino-secretora a la leucina (80.6 f 6.8pU 

insulinahslote) es también significativamente superior a la encontrada en respuesta 

a la glucosa en cualquiera de las condiciones consideradas (basal y estimulante) (Fig. 

14b). 

Cuando se observa la respuesta de los islotes de fetos procedentes de madres 

subnutridas nos encontramos una mayor respuesta insulino-secretora al aumento en 

el medio de incubación de la concentración de glucosa (43.3 * 4.7pU insulinahslote 

con 2.8mM de glucosa, 113.8 f 9.9pU insuliuahslote con 16.7mM de glucosa); 

respuesta que aumenta significativamente cuando se añade al medio arginina 19mM. 

Si se comparan las dos poblaciones entre sí, la respuesta secretora de insulina 

es significativamente superior en los islotes de fetos pkcedentes de madres 

subnutridas en cualquiera de las situaciones evaluadas. 

El porcentaje de liberación aproximado de insulina (Tabla 3) se encontró 

tambien significativamente aumentado en los islotes de fetos procedentes de madres 

subnutridas en los casos en los que se estimul6 con 2.8mM de glucosa más 19mM 

de arginina y con leucina. 

3.1.2.4. Estudio histológico del pbxeas de fetos de 21 días de gestación. 

El examen al microscopio óptico de los páncreas de 21 dfas de gestación, 



controlesy subnutridos,mostró una buenamorfologíaendocrinay exocrina.

Comosepuedeobservaren la Fig. 15, los islotessecomponende un núcleo

denso de células B marcadas (color sepia), rodeadopor una franja de células

endocrinasno marcadasquesediluyen entreel tejido exocrino.Ocasionalmente,se

puedenobservarcélulasmarcadasen los conductospancreáticos.

Los islotesde los fetosprocedentesde madressubnutridas(Fig. 1SB) seven

mayoresy más numerososquelos de los fetos controles(Fig. iSA).

3.1.2.5.Porcentajey masade célulasB de fetos de 21 díasde gestación.

Cuandose calculó el porcentajede célulasB existentesen los páncreasde

fetos controlesy subnutridos(Tabla4), seobservóun aumentosignificativo de este

parámetroen los fetos subnutridoscon respectoa los fetoscontrol; concretamente,

porcentajeaumentóen un 50% En el mismo orden seencontróaumentadalaeste

masade célulasB total por páncreasen los fetos subnutridosfrentea los controles.

3.1.2.6. Conclusionesde los estudios realizados en madre y descendencia,

subnutridos en el último tercio de la gestación.

Los tests de tolerancia a la glucosaefectuados en madresubnutridaen el

último tercio de la gestación, muestran una intolerancia a la glucosa aún más

acentuadaque la manifestadaen madre gestantealimentadacon respectoa una

virgen. Sin dudaesta mayor intoleranciaa la glucosade la madresubnutridaesté

encaminadofisiológicamentea facilitar la disponibilidadde nutrientesal feto en

momentos de carencia alimenticia en la madre. Esta protección tiene como

consecuenciala llegadamasivade nutrientesal feto, en mayorcantidadqueen madre

gestantenutrida; todo ello explica, creemos,el aumentodel númerode islotes de
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Tabla 4.- Porcentajey masade célulasbetapancreáticasde fetos de 21 días procedentesde
madrescontrolesy subnutridasduranteel último tercio de la gestación.Se presentanlos
resultadoscomomedia + ES.

Porcentajede célulasbeta
(%)

Masade célulasbeta
(mg)

Fetoscontroles 0.80 + 0.02 0.19 ±0.02

Fetos subnutridos 1.32 + 0.09~ 0.29 + 0.03’

p < 0.001 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.

-.-----------..---..~---t--—-—--¶——-——--—----- -



Langerhansy de la insulina plasmáticaque encontramosen fetos de 21 díasde

gestaciónde madresubnutrida,asícomola hipersecreciónde insulinade los islotes

de estosfetos aisladosy estimuladoscon glucosa.
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3.2. ESTUDIO EN FETO, NEONATOSDE 4,14 Y 23 DIAS DE VIDA Y EN

ADULTO DE LAS REPERCUSIONESEN LA SECRECIÓN DE iNSULINA DE

LA SUBNUTRICIÓN COMENZADA EN EL ÚLTIMO TERCIO DE LA

GESTACIÓN Y CONTINUADA HASTA LA EDAD ADULTA.

3.2.1.Consecuenciasen distintos parámetros de la subnutrición comenzadaen

la última parte de la gestación.

3.2.1.1.Evolución del pesocorporal.

Como se puede observar en la Fig. 16, el modelo experimentalde

subnutriciónempleadoprovocauna significativa disminucióndel pesocorporalen

todaslas etapasconsideradas.

Los fetos a término (21 días de gestación) que provenían de madres

subnutridaspresentaronuna disminucióndepesodel 15%, aproximadamente,con

respectoa aquellosfetos de madresalimentadas<nl libjuan (5.4 + 0.OSggrupo

subnutridoy 4.4 ±0.03g grupo control). Además,durantela lactancia, las ratas

subnutridasaumentaronde pesoen una tasa inferior a la de las controles y, en

consecuencia,en el momentodel destete(23 díasde vida), el pesode éstas(22.1 ±

0.77g) sólo fue el 45% del de suscorrespondientescontroles(47.5 + 1 .3g).

Finalmente,la diferenciadepesose mantuvoen la etapaadulta,por lo que

los animalessubnutridosde70 díasdevidapesaronun 55 % menosquesuscontroles

(106.7 1 l.86g subnutridosy 233.9 ±3.13g controles).

3.2.1.2.Evolucióndel pesodel paincreas.

En concordanciacon el menor tamañoencontradoen las ratassubnutridas,

el pesode los páncreasde estosanimalesfue significativamenteinferior al de sus

respectivoscontroles.
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Como se muestraen la Fig. 17, en los fetos subnutridosde 21 días de

gestación ya se observó una disminución del peso de este órgano de

aproximadamenteun 10%.

Al igual que ocurriera con el pesodel cuerpo, la diferenciaentreambos

grupos se agudizódurantela lactancia.De esta forma, en el momentodel destete,

el peso de los páncreas de las ratas subnutridas se encontró disminuido

aproximadamenteen un 45% (113.9±5.24mggruposubnutridoy 210.7 + 9.OSmg

grupo control). A partir del destete,se mantuvo esta diferencia y el pesodel

páncreasde las ratassubnutridasde 70 díasde vida (459.6 + 39.O9mg) sólo fue el

55% del de las ratascontrol (846.0 + 24.28mg).

3.2.1.3Relación peso del páncreas/pesodel cuerpoen los distintos estadios

estudiados.

Debido a la disminución del peso corporal que experimentanlas ratas

subnutridas,hemosde teneren cuentaqueel pesoque seobtienede suspáncreasse

comparaconel de animalesquepresentanun tamañocorporalsuperior.Por tanto,

parapoderestablecercomparacionesmás exactasentreambosgruposde animales,

esconvenienteevaluarla relaciónqueexisteentreel pesodel páncreasy el pesodel

cuerpo.

Segúnse refleja en la Tabla 5, al compararla relaciónpesopáncreas/peso

cuerpoa lo largo de los estadiosestudiados,se observóqueaparecíadisminuidaa

los 14 díasde vida y aumentadaa los 23 en las dos poblacionesde animales.Por

otro lado, comparandoentresí ambosgrupos, seencontróque, en todaslas etapas

consideradas,la relaciónfue significativamentemayor en las ratassubnutridas.
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Tabla 5.- Relaciónpesopáncreas/pesocuerpoen fetosde 21 díasde gestacióny a los 4, 14,
23 y 70 díasde vida, controlesy subnutridos.Media + RS.

1~ Pesopáncreas/Pesocuerpo (mg/g)

EDAD CONTROLES SUBNUTRIDAS

Fetos 21 d.g. 3.74 + 0.02 4.07 + 0.62’

4 d.v 3.25 ±0.01 4.03 ±0.04’

14 d.v. 2.14 + 0.03 2.85 ±0.02’

23 d.v. 4.38 ±0.09 5.23 ±0.1’

70 dv. 3.88 ±0.04 4.92 ±0.05’

p < 0.05 relativo a las ratascontrol del mismo díade vida.



3.2.1.4.Evolución de la glucemia e insulinemia en las etapasestudiadas.

Los fetoscontrolesy los subnutridosmostraronunaglucemiade50.56±0.7

mg/lOOml controlesy 50.27 + 0.33 mg/lOOml subnutridos,lo cual suponeque

presentanuna hipoglucemiacon respectoa los niveles obtenidos a partir del

nacimiento.La subnutriciónno afectaa las tasasde glucemianormalesen feto. Lo

mismo sucedecon los animalessubnutridosa los 4, 14, 23 y 70 díasde vida que

mostrabanunosnivelesde glucemiaigualesa los de suscontroles(Fig. 1Sa),

En la Fig. 1 8b aparecenreflejadaslas concentracionesplasmáticasdeinsulina

de las dos poblacionesde animalesestudiadas.Como se puedeobservar, los fetos

de ambosgruposde 21 díasde gestaciónfueronfisiológicamentehiperinsulinémicos

comparadoscon los valoresobtenidosa partir del nacimiento;sin embargo,dicha

hiperinsulinemiafue significativamentemayorenlos animalessubnutridos(150.3+

11.2 gu/ml controlesy 202.6 + 14.89 pu/ml subnutridas).

Por el contrario,a las edadesde 4, 14, 23 y 70 díasde vida, el resultadose

invirtió y las ratasconalimentaciónrestringidasemostraronhipoinsulinémicascon

respectoa suscontroles.Estadisminucióndela concentracióndeinsulinaplasmática

fue significativa en todaslas etapasmencionadas.

3.2.1.5.Evolución delcontenidopancreáticode insulina. -

Segúnseexpusoenel apanado3.2.1.2.,hemosde considerarqueel pesode

los páncreasde las ratassubnutridasfue muy inferior al de susrespectivoscontroles

de igual edad. Por tanto, para poder comparar los dos grupos de animales se

expresaronlos resultadosen unidadesdeconcentración(unidadesdeinsulina/gramo

de páncreas).

De estaforma, cuandoseconsideróla concentraciónde insulinapancreática

-102-



GLUCEMIA

CONTROLES SUBNUTRIDAS

INSULINEMIA
pu/ml

Fetos 21 dg. 4 d.v. 14 dv. 23 dv. 70 dv.

EDAD

— CONTROLES ~SUBNUTRIDÁ

]

flg. 18.- a) Glucemiade fetosde 21 d.dj. y
controlesy subnutridos.Media + ES.
b) Insulinemiaen fetosde 21 d.d.g. y
controlesy subnutridos.Media + E.5.

ratas de 4, 14, 23 y 70 días de vida,

ratas de 4. 14, 23 y 70 días de vida,

mg/lOOmI
120

100

80

60

40

20

o

a)

Fetos 21 d.g. 4 d.v. 14 dv. 23 d.v. 70 d.v.

EDAD

u

250

200

150

100

50

o

b)



CONTENIDO DE INSULINA PANCREATICA

(U/g páncreas)

Fetos 21 d.g. 4 dv. 23 dv. 70 d.v.

EDAD

t- CONTROLES -o— SUBNUTRIDAS4

flg. 19.- Concentraciónde insulinapancreáticaenfetosde 21 d.d.g. y ratasde 4, 14,
23 y 70 días de vida> controles y subnutridas. Los resultados aparecen
expresadoscomoMedia + E. 5.

60 -

50

40

30

20

10-9

o

* ** **

14 d.v.



(Fig. 19), se encontró un incrementosignificativo en los fetos de 21 días de

gestacióny en las ratasde 23 díasde vida del grupo subnutrido,con respectoa sus

correspondientescontroles.Sin embargo,en el restode los estadiosconsiderados:

4, 14 y 70 díasdevida, no hubodiferenciasen la concentraciónde la hormonaentre

ambosgrupos.

Por otro lado, cabedestacarcómo, a los 4 díasde vida, apareceun pico en

la concentraciónde insulina pancreáticaen las dos poblaciones.Se puedeobservar

queeste parámetroen dicho día es, aproximadamente,quince vecessuperiora lo

encontradoen fetos de 21 días de gestaciónen el grupo control y ocho veces

superioren el subnutrido.

3.2.1.6.Secreciónde insulinabr vúm en ratas de 70 días de vida.

Comoaparecereflejado en la Fig. 20a, cuandose determinael contenido

insulinico de los islotes aislados de las dos poblacionesde ratas, control y

subnutrida,seobservaqueestásignificativamentedisminuidoen lasratassubnutridas

(3398 ±274.SMUinsulina/islote)frentea lo encontradoen el grupo control (4894

+ 161.8~U insulina/islote).

Ambosgruposde islotesincrementaronsu secreciónde insulinaen respuesta

tanto a un aumentoen la concentraciónde glucosa(de2.8mM a 16.7mM) comoa

la adición de arginina l9mM al medio de incubación(Fig. 20b). Sin embargo,la

respuestasólo fue similar entrelas dospoblacionesen la situaciónbasalde glucosa

(2. SmM), mientras que en el resto de las condiciones consideradas fue

significativamenteinferior en los islotes de ratas subnutridascon respectoa lo

encontradoen el grupo control.

En la Tabla 6 sepuedeobservarqueel porcentajeaproximadode liberación
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Tabla 6.- Porcentajede liberaciónde insulina, en islotes aisladosde ratas subnutridasy
controles de 70 díasde vida, en respuestaa distintos secretagogos.Media + E.S.

Liberaciónde Insulina (%)

2.8 0 0.89±0.02 1.0 ±0.03’

2.8 6 + Arginina 5.6 ±0.5 6.9 ±0.3’

16.7 6 27.4 ±1.3 29.0±1.4

16.7 6 + Arginina 51.9 + 2.9 57.8 ±2.0’

Leucina 2.9 + 0.06 3.2 ±0.07’

CONTROLES70 d.v. SUBNUTRIDAS 70 d.v.

p < 0.05 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.



deinsulinafue significativamentesuperioren los islotesde ratassubnutridasen todas

lascondicionesconsideradasmenosenla situaciónestimulantede glucosa(16.7mM).

3.2.1.7.Estudiohistológico del páncreasde ratas de 4 y 70 días de vida.

Las glándulaspancreáticasde las ratasde 4 y 70 días de vida, controlesy

subnutridas,presentaronunamorfologíanormal.

Losislotesaparecenclaramentecontorneadosdentrodelparénquima.Laparte

central de los islotes está intensamentemarcadapor la insulina y se encuentra

rodeadade célulasendocrinasno insulinosecretoras.

El número y el tamañode los islotes a los 4 díasde vida aumentacon

respectoa lo encontradoen los fetosde21 díasdegestación(sección2.4.) en ambas

poblaciones,control y subnutrida;sin embargo,al compararlos dosgruposentresí

seobservaun aumentoen el númeroy tamañodelos islotesen los páncreasde ratas

de 4 díasde vida control (Hg. 21A) frente a los subnutridos(Fig. 21B).

A los 70 díasde vida, el númerodeislotesdisminuyeen lasdospoblaciones

y no sepuedendistinguirdiferenciasentrelos páncreasderatascontrolesy de ratas

subnutridas(Fig. 22A y 22B, respectivamente).

3.2.1.8.Porcentaje y masade células B de ratas de 4 y 70 días de vida.

El porcentaje de células B a los 4 días de vida aumenta con respecto a lo

encontrado en los fetos de 21 días de gestaciónen un 200% en el caso del grupo

controly sólo un 20% en el casodel grupo subnutrido;estohace, quea los 4 días

de vida el porcentajede célulasB está significativamentedisminuidoen las ratas

subnutridas.En el mismo sentido, la masa total de células B por páncreasse

encontródisminuidasignificativamenteen las ratassubnutridasde 4 días de vida
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Tabla 7.- Porcentajey masade célulasbetapancreáticasde ratascontrolesy subnutridasde
4 y 70 díasde vida. Los valoresse presentancomo media + E.S.

F
CONTROLES

4 d.v.

70 d.v.

2.38 + 0.11

0.56 + 0.03

0.94 + 0.06

5.51 + 0.62

SUENUTRIDAS
4 d.v.

70 d.v.

1.61 + 0.09

0.56 + 0.02

0.42 + 0.04b ¡

2.73 + 041’

Porcentajedecélulasbeta

(%)
Masade célulasbeta

(mg)

p < 0.01 relativo a las ratascontrol del mismodía de vida.
p < 0.001 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.



frente a las ratascontrol.

A los 70 días de vida, el porcentajede células B es similar en las ratas

controlesy subnutridas;sin embargo,debidoal menorpesodel páncreasen lasratas

subnutridas,la masatotal decélulasB seencontrósignificativamentedisminuidaen

las ratassubnutridasfrente al grupo control (Tabla7).

3.2.1.9.Conclusionesde los estudiosrealizadosen distintasetapasde la vidade

los animales subnutridos desdeel último tercio de la gestaciónhasta la edad

adulta.

El estudio sistemáticode las alteracionesde la secreción de insulina en

animalessubnutridoshastala edadadulta, muestrala alterción de los parámetros

estudiadosen todas las etapas,mostrandotasasdisminuidastanto in vivo, insulina

plasmática,como iii vitro, estimulaciónde islotesaislados.

A fin de descartarsi estas perturbacionesson una consecuenciade la

subnutriciónen periodosdeinmadurezo bien son debidasa procesosadaptativosse

realizaronlos siguientesexperimentos.
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3.3. ESTUDIO, EN PERIODO ADULTO, DE LAS CONSECUENCIAS DE

DISTINTAS ETAPAS DE SUBNUTRICIÓN DURANTE EL DESARROLLO

SOBRE LA SECRECIÓN DE INSULINA.

3.3.1. Estudiocomparativoenrata adultade los efectossobre la secreciónde

insulina de unasubnutriciónproteico-calóricaen etapafetal o fetal y lactante.

3.3.1.1.Evolucióndel pesocorporal.

Recordemosque, como semostróen los apanados3.1.1.3.y 3.2.1.1.,los

fetos a término de madres subnutridasduranteel último tercio de la gestación

presentaronun pesode cuerposignificativamentedisminuidocon respectoa sus

controlesdela mismaedad(5.4 ±0.05subnutrido,4.4 ±0.03gcontrol).Por tanto,

el pesode partidadel gruposubnutridofue un 20% menorqueel del grupocontrol.

En la Fig. 23A se muestrael incrementodepesocorporalde los animales

quefueron subnutridosdurantela etapafetal y posteriormenterealimentadosfrente

a sus controles.Se puedeobservarque, a pesar de la realimentación,las ratas

subnutridassiguieronmostrandoun pesocorporalsignificativamenteinferior al de

suscontrolesdurantetodala etapalactante(hastalos 24 díasdevida). A partir del

destete,los pesoscorporalesde ambaspoblacionesfueron similaresno existiendo

diferenciassignificativasen toda la etapaadulta.

En el casode las ratassubnutridasdurantelas etapasfetal y lactante(Fig.

23B) las diferencias en el pesocorporal entreambaspoblacionesse acentuaron

durantela lactanciay, aunquetrasla realimentaciónlasratassubnutridasaumentaron

progresivamentede peso,en toda la etapade estudioéste fue significativamente

inferioral de lascontroles.De estaforma, a los 70 días<le vida,el pesodelas ratas

subnutridasdurantelas etapasfetal y lactantefue un 27% menor que el de los
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animalescontroles(262.6 + 1.8 control, 193.5 ±1.7g subnutridasF+L).

3.3.1.2. Glucemia, insulinemiay contenido pancreáticode insulina en ratas

adultas de 70 díasde vida.

La glucemia,insulinemiay contenidopancreáticode insulina seevaluarona

los 70 díasde vida en ratascontrolesy subnutridastanto durantela etapafetal y

posteriormenterealimentadas(F) como durante las etapas fetal y lactante y

posteriormenterealimentadas(F+L).

Comoseobservaen la Tabla8, ningunade lascondicionesdesubnutrición

pareció afectarsignificativamenteestosparámetrosy los resultadosobtenidosen las

trespoblacionesfueronsimilares.

3.3.1.3.Toleranciaala glucosaen ratasde 70 díasdevidaenambascondiciones

de subnutricidn.

En la Fig. 24A sepresentala evoluciónde la glucosaplasmáticaen las ratas

controles,subnutridasdurantela etapafetal (F) y subnutridasdurantelasetapasfetal

y lactante (F+L), durante los 30 minutos posteriores a la administración

intraperitonealde unasobrecargade glucosa.

Se puedeobservarque las curvasde glucemia fueron similaresen las tres

poblaciones,aunquelos dos grupos de animalessubnutridospresentaronen todo

momentovaloresde glucemiasignificativamentesuperioresa los del grupo control.

A pesarde ello, las respuestasintegradasde glucosano mostrarondiferenciaalguna

entrelas ratascontrol y las subnutridasdurantela etapafetal y durantelas etapas

fetal y lactante(Fig. 24B).

La variación de la insulinaplasmáticaen todo el periodode estudioaparece
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Tabla8.- Glucemia,insulinemiay contenidode insulina pancreáticade ratasde 70 díasde
vida, controles,subnutridasE (subnutridasen la etapafetal y posteriormenterealimentados
y subnutridos E + L (subnutridas en las etapas fetal y lactante y posteriormente
realimentadas).Los resultadosse expresancomo Media + ES.

Glucemia
(mg! lOOml)

Insuhnemia
(gulml)

Contenido
pancreático

(U/g páncreas)

Controles 80.1 + 1.1 70.7 + 4.2 4.71 + 0.11

SubnutridasE 83.8 + 2.1 75.8 + 2.6 4.38 + 0.07

SubnutridasF±L 80.3 t 1.7 70.4 + 2.7 4.33 + 0.12
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reflejadaen la Fig. 25A. Las concentracionesde insulinaplasmáticasde partida de

las trespoblacionesfueronsimilares(49.3 ±3.3>05/mlcontrol, 51.9 ±1. l¡¿U/ml

subnutridaF, 43.5±1.2>05/mlsubnutridaF+L) y la inyecciónde glucosaprovocó

un incrementode la hormonaen sangrede la mismamagnituden todos los grupos,

descendiendoposteriormentepor igual; deahíquela respuestaintegradadeinsulina

(Fig. 25B) en las ratascontrol y subnutridasF y F+L fuera igual.

El cálculodel índiceinsulinogénicono mostródiferenciassignificativasentre

los tres grupos de animalesconsiderados(0.86 + 0.02 control, 0.80 + 0.04

subnutridaF, 0.85 + 0.03 subnutridaF+L).

3.3.1.4.Secreciónde insulina ¡a vitm en ratasde 70 díasde vida.

En la Fig. 26a, aparecereflejado el contenido insulínico de los islotes

aisladosde ratascontrolesy de ratassubnutridas,tanto en la etapafetal (F) como

en las etapasfetal y lactante(F+L). Como se puedeobservar,esteparámetroes

similar en los dos grupos de ratas subnutridasy este valor es significativamente

inferior al encontradoen el caso de la población control.

La respuestainsulino-secretorade los islotes de los dos grupos de ratas

subnutridasfue similar en todaslas condicionesconsideradasy en el mismosentido

quelos islotesdel grupo control (Fig. 26b).

Al expresarel porcentajede liberación de insulina, solo se observó un

aumentosignificativo de este parámetroen los dos grupos subnutridosfrente al

control en el casoen el queseestimuléa los islotescon leucina(Tabla9).
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3.3.1.5.Conclusionesgeneralessobrelos resultadosobtenidosen etapaadulta

subnutriendolos animalesen dos etapasdistintasdel desarrolio:fetal o fetal y

lactante.

De los resultadosobtenidossededuceque la subnutriciónproteico-calórica

producidaenetapasde desarrollono provocaalteracionesquesemantenganen etapa

adulta,en cuantoa los parámetrosestudiadosdirigidos a establecerla secreciónde

insulina. Las alteracionesencontradasen animalesadultos,cuandola subnutrición

se continúa desdela etapa fetal hastael sacrificio del animal adulto, expuesto

anteriormente,no puedenachacarsea unaespecialnecesidadde nutrientesdurante

etapasde desarrollo.
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34. ESTUDIO DE LAS CONSECUENCIAS DE 4 SEMANAS DE IDENTICA

SUBNUTRICIóN, EN PERIODO ADULTO, SOBRE LA SECRECIÓN DE

INSULINA.

3.4.1.Evolución del pesocorporal.

En la Fig. 27 semuestrala evolucióndel pesocorporalde las ratascontroles

y de las que fueronsubnutridasdesdela cuartahastala octavasemanade vida.

Los pesosde partida de ambas poblacionesa los 28 díasde vida fueron

similares(59.5 ±1.7 control 57 + 1.5g subnutridaA). A partirde estemomento,

las ratasque fueronsubalimentadasdisminuyeronsu pesodurantelas dosprimeras

semanasde restriccióny lo aumentaronde forma muy lenta en la terceray cuarta

semanade subnutrición. Este hechoprovocó que durantetodo el periodolas ratas

subnutridaspresentaranun peso corporal significativamenteinferior al del grupo

control, siendoa los 56 díasde vida sólo el 51% del pesocontrol (183.8 + 1.4

control, 94.8 + 2.4g subnutridaA).

3.4.2.Evolucióndela glucemia,insulinemiay contenidopancreáticodeinsulina

enratasadultassubnutridascuatrosemanas.

El estudiode la evolucióndela glucemia,insulinemiay contenidopancreático

de insulina se realizó entrela cuartay octavasemanade vida. En esteperiodo de

estudiolos datosse tomarona los 28, 35, 42, 49 y 56 díasde vida y los resultados

queseobtuvieronaparecenreflejadosen la Tabla 10.

La glucemiadepartidadeambosgrupos,controly subnutridoen etapaadulta

(A),fue similary semantuvosin diferenciashastalos 56 díasdevida,momentoen

el que la concentración de glucosa en sangre del grupo subnutrido fue

significativamenteinferior conrespectoal control de la mismaedad.
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Comoen el casode la glucemia,la concentraciónde insulinaplasmáticade

partida fue similar en ambosgrupos. En los animales control el valor de la

insulinemiaaumentóhastalos 42 díasde vida y se mantuvohastalos 56. Cuandose

compararon entre si las dos poblaciones, este parámetro se encontró

significativamentedisminuidoa los 42, 49 y 56 díasdevida, en las ratasquefueron

subnutridasentrela cuartay octavasemanade vida.

El contenidopancreáticodeinsulinano variéalo largodel periodode estudio

en las ratas controlesy se encontró disminuido significativamenteen las ratas

subnutridasA en los días49 y 56 devida.

3.4.3.Pruebade toleranciaa la glucosaenratasde 56 díasde vida subnutridas

cuatrosemanasprevias.

La evoluciónde la glucemiadurantela pruebadetoleranciapracticadaen las

dospoblacionesde animales,controlesy subnutridasen la etapaadulta, se muestra

en la Fig. 28A.

Como se observa,los valoresbasalesde glucemiafueron similaresen las

ratascontrolesy subnutridasadultas.La administracióndela sobrecargade glucosa

indujo unaelevaciónde la glucemiaquealos cinco minutosfue ligeramentesuperior

en las ratassubnutridas.A los diez minutos, mientrasqueen las ratascontrolesla

glucemiadisminuyó,se mantuvoaltaen las ratassubautridascon lo quelos valores

en este tiempo fueron significativamentesuperioresen esta última población de

animales.

La respuestaintegradade glucosa(Fig. 28B) fue significativamentesuperior

en las ratasquefueronsubnutridasdurantela cuartay octavasemanadevida (320.1

+ 13.3 control, 368.2 + 17.6 subnutridaA).
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La evoluciónde la insulina plasmáticatras la administraciónde la glucosa

aparecereflejadaen la Fig. 29A. Sepuedeobservarquelas ratassubnutridasA ya

partende un valorde insulinemiasignificativamenteinferior queel de lascontroles

(49.3 ±3JgU/mlcontrol 33 5 + 2.9 pU/ml subnutridasA). Las ratascontroles

respondena la sobrecargade glucosaconun aumentomuy marcadoen la secreción

de insulina a los 5 minutosde la administración;respuestaque fue disminuyendo

progresivamentea lo largo del periodode prueba.Sin embargo,la secreciónde la

hormona fue muy baja en las ratas subnutridasA, estandoen todo momento

significativamentepor debajode la repuestacontrol. De esta forma, al calcular la

respuestaintegradade insulina, ésta fue significativamenteinferior en las ratas

subnutridasA (274.9±20.2 control, 100.6 + 10.1 subnutridaA) (Fig. 29B).

En el mismo sentido, el índice insulinogénico (AI/AG) se encontró

significativamentedisminuidoen las ratassubnutridasfrentea los controles(0.86±

0.02control, 0.26 + 011)6 subnutridaA).

3.4.4. Secreciónde insulina in vitm en ratas adultasde 56 días de vida

subnutridasdurante4 semanasprevias.

Cuandose evaluó el contenidode insulina de los islotes aisladosde ratas

controlesy subnutridasA (Fig. 30a), se observó que estabasignificativamente

disminuidoen las ratasrestringidas,siendosu valor aproximadamentela mitad de

lo encontradoen el grupo control (4894 + l6L8gU insulina/islotecontrol, 2991.6

±1 lSigU insulina/islotesubnutridaA).

Por su parte, como se observaen la Fig. 30b, los islotes de las ratas

subnutridasA mostraronunarespuestainsulino-secretorasignificativamenteinferior

quelos controlesen todaslas condicionesestudiadas.
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CONTENIDO INSULINICO EN ISLOTES AISLADOS

pu insu¡ i n a/islote

Control Subnutrida A

!NSULINO—SECRECION EN ISLOTES AISLADOS

insulina/islote

28 G 28 0 • Argínína 167 0 16.7 0 • Arqinína Leucina

control L~31’N Subnutrida A

¡

de 56 días de vida,
8” semanade vida).

flg. 30- a) Contenidode insulina en islotes aisladosde ratas
controles y subnutridasA (subnutridasdurante la 4” y
Media + ES.
b) Efecto de distintossecretagogossobre la secreciónde insulina en islotes
aisladosde ratasde 56 díasde vida, controlesy subnutridasA (subnutridasentre
la 40 y 8” semanade vida). Media + ES.
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Tabla 11.- Porcentajede liberaciónde insulina, en respuestaa distintos secretagogos,en
islotesaisladosde ratasde 56 días de vida, controlesy subnutridasA (subnutridasentrela
43 y W semanade vida). Media + ES.

Liberaciónde Insulina (%

)

28 6 0.89 + 0.02 0A0 + 0.03

2.8 6 + Arginina 5.6 + 0.5 5.0 + 0.3

16.76 27.4 + 1.3 22.3 + l.Oa

16.76 + Arginina 51.9 + 2.9 44.0 + 1.6”

Leucina 2.91 + 0.06 2.82 + 007

Controles SubnutridasA

a p < 0.01 relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.
p < O00I relativo a las ratascontrol del mismo día de vida.



Cuandose calculé el porcentajede liberación de insulina <Tabla 11) se

encontró que estabade igual forma significativamentedisminuido en las ratas

subnutridasA cuandoen el medio de incubaciónexistíaglucosa l6mM y glucosa

l6mM másarginina l9mM.

3.4.5. Conclusionesde los experimentosrealizadossubliutriendo animales

adultosdurantecuatrosemanas.

Las pruebasrealizadasen animalesadultossubnutridoscuatro semanascon

subnutriciónproteico-calóricay suscontrolesmuestransimilaresresultadosque los

encontradosen animalesadultossubnutridosdesdeel periodogestanteen cuantoa

su secrecióndeinsulinaseinducenaconcluirquelas perturbacionesencontradasson

unaconsecuenciade unasituaciónde adaptaciónfuncionala la falta de nutrientesy

no a un dañopermanenteprovocadoen momentosde inmadurez.
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3.5.ESTUDIO DE LAS CONSECUENCIAS DE LA SUIBNUTRICION SOBRE

LOS NIVELES DE TRANSPORTADORES DE GLUCOSA EN MADRES Y

SUS FETOS Y EN RATAS ADULTAS DE 70 D.V.

3.5.1.Niveles de GLUT-2 en las ratascontrolesy subnutridas.

La medición cuantitativade GLUT-2 en los islotes se consiguiómediante

WesternBlotting de homogenadosde islotes (300-500).

El análisisde los nivelesde GLUT-2 se realizó en ratasde 70 díasde vida

controles(C), subnutridasdesdela etapafetal hastala edadadulta(S), subnutridas

sólo en etapafetal (F), subnutridassólo en etapafetal y lactante(FL) y subnutridas

sólo en etapaadulta(A). La autorradiografíade las proteínassemuestraen la Fig -

31A y el análisisdensitométricoen la Fig. 31B. La principal bandaqueapareceen

el Westemtieneun pesomolecularaproximadode 54 KDa, queestáde acuerdocon

la masamolecularestimadadel transportador(Thorensy cols., 1990).Apartede la

bandade 54 KDa, aparecenrepetidamenteotrasbandasde pesomolecularinferior.

Este mismo hecho ha sido observadoantespor otros autores(Tal y cols., 1992;

Thorensy cols., 1990) y sedebe,probablemente,a las especiesresultantesde una

degradaciónparcialde GLUT-2 por proteasa.Estasbandasaparecensóloen islotes

no cultivadosy las diferenciasen el pesomolecularde lasbandasentrelos distintos

autoresparecenestarrelacionadasconlaspreparacionesdecolagenasautilizadas(Tal

y cok, 1992).

LaHg. 31Bmuestraquelos nivelesdeGLUT-2, expresadoscomoporcentaje

relativoal controlpositivo (queseconsiderael 100%), fueronsimilaresen todaslas

poblacionesconsideradas.No obstante,el análisisdensitométricofue sólo la media

de dos experimentosindependientes.

En el casode las madresgestantescontroles(MC) y (MSN) y de susfetos
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GLUT-2 EN RATAS ADULTAS DE 70 D.V.

% (relativo al control positivo)

liii
8 F FL A

flg. 31.- A) Anólisis medianteWesternblotting de los niveles de proteína Glut-2 en
islotesaisladosde ratasde 70 d. y. controles(C), subnutridasdesdela etapafetal
hastala edadadulta (5), subnutridassólo enetapafetal (F), subnutridassólo en
etapafetaly lactante(FL) y subnutridassólo en etapaadulta (A). Cadalínea de
muestrafuecargadacon 3Oggdeproteína.Para el controlpositivo,queaparece
a la izquierda de la película, sedepositaronJO~g.
8) Anólisisdensitométricode los nivelesde Glut-2 de las mismaspoblaciones.
Los resultadosaparecenexpresadoscomotantopor ciento del control positivo
(consideradoel 100%).
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GLUT-2 EN MADRES Y FETOSDE 21 D.D.G.
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flg. 32.— AnólisismedianteWestern Mottwg cíe los nivelesde proteína Glut—2 en isloteA
aislados de madres gestantes dc 21 días, controles(MC) y subnutridas(MSN),
y de susfetos de la misma edad: fetos de 21 días de gestación de madrecontrolo
(FC) y fetos de ,nadresubnutrida <‘FSN). Cada línea fue cargada con J0jig de
proteína. Para el control positivo, que aparecea la izquierda de la película se
depositaron 10,ug.
1?) Anólisis densitoinétrico de los nivelesde Glut—2 de las tnismas poblaciones.
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(FC y FSN, respectivamente)(Fig. 32) tampocoseencontrarondiferenciasen los

nivelesdel transportadorGLUT-2. Sepuedeobservar(Fig. 32A) cómoen los fetos,

controlesy subnutridos,no aparecenlas bandasde menorpesomolecular;sedebe,

a que los islotes son cultivadosdurante5-7 días. El análisis densitométrico(Fig.

32B) fue la mediade dos experimentosindependientes-

3.5.2.Nivelesdc GLUT-1 en las ratascontrolesy subnutridas.

En la Fig. 33 semuestranlos nivíesde GLUT-1 encontradosen las ratasde

70 díasde vida controles(C), subnutridasdesdela etapafetal hastala edadadulta

(5), subnutridassólo en etapafetal (F), subnutridasen etapafetal y lactante(FL) y

subnutridassóloen etapaadulta(A). Los resultadosdel Westernindicanqueexiste

unabajaexpresiónde GLUT- 1 en los islotesaisladosno cultivados.Aunqueparece

mostrarseuna tendenciaa estar aumentadoen cualquierade las condicionesde

subnutrición, no se pueden obtener conclusionesdefinitivas debido a que los

porcentajesencontrados(con respectoal controlpositivoqueseconsiderael 100%)

sólocorrespondena la medidadedosexperimentosindependientes(Fig- 33B) -

Resultados similares se obtuvieron en las madres gestantesde 21 días,

controles(MC) y subnutridas(MSN)(Fig. 34), en dosexperimentosindependientes.

En el caso de los fetos, controles(FC) y subnutridos(FSN), no se pudo

detectarGLUT-l (Fig. 34A) debido,probablemente,a quesedepositaronsólo2Ogg

de proteínafrente a los áOgg utilizadosen el restode laspoblaciones.
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GLUT-1 EN RATAS ADULTAS DE 70 DA’.
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flg. 33.- A) Anólisis medianteWesternblotting de los nivelesde proteína Glut-1 en
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GLUT-1 EN MADRES Y FETOS DE 21 D.D.G.
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Sg.34.- AnálisismedianteWesternblotting de los nivelesdeproteínaGlut-1 en islotes
aisladosde madresgestantesde 21 días, controles(MC) y subnutridas(MSN),
yde susfetosdela mismaedad:fetosde 21 díasde gestaciónde madrecontrolo
(FC) yfetosde madre subnutrida(ESA’). La cantidaddeproteínadepositadaen
el caso de las madresgestanzesfue de 6Ogg, mientras que para los fetosse
emplearon2Ogg deproteína. Para el controlpositivo,queaparecea la izquierda
de la películasedepositaronI0jxg.
8) Analisisdensitométricode losnivelesde Glut-l demadresgestantesde21 días
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4. DISCIJSION

4.1.ESTABLECIMIENTO DEL PERIODO CLAVE DE SUBNUTRICION EN

LA ETAPA FETAL QUE PROVOCA UNA MAYOR PERTURBACION DE LA

SECRECION DE INSULINA.

Desdehacetiempo en nuestro grupo de investigaciónse trabaja con un

modelodesubnutricién(Rodríguez,1990;Aláez, 1992;Cacho,1993; Rivero, 1994)

que conjuga dos características:a) logra una deficiencia nutricional proteico-

energéticaglobal y b) comienzala restricciónen una etapaprecozdel desarrollo.

Aunquealgúngrupo ha descrito modelosen los quela subnutriciónabarca

todala etapagestante(Snoecky cols, 1990), la imposibilidadde obtenerun número

aceptablede fetos al nacimiento y en condicionesóptimas y repetitivas, llevó a

nuestrogrupo a establecerel comienzode la restricciónen el día 16 de gestación.

Probablemente,la subnutricióndurantetoda la gestaciónimpide el incrementode

reservasenergéticasqueocurreen las etapaspreviasal últimoterciode la gestación

(López-Lunay cols, 1986), lo queconducea la reabsorciónde los fetos (Pond y

Mersmann,1988; Galler y Propert, 1981). A partir del día 16 de gestación,en la

rata se producen dos hechos fisiológicos que pueden ser afectados por la

subnutrición: 1) se incrementanlas necesidadesde sustratosparalograr un rápido

crecimiento de la unidad feto-placentaria(Herrera, 1988) y 2) el páncreas

experimentacambiosimportantesqueconducenal inicio de su actividad secretora

de insulina(Portha, 1990).

Aunque es de esperarque esta subnutrición, comenzadaal final de la

gestación,lleve a alteracionesde la homeostasisglucídicaen los animales,antesde

comenzarestetrabajo, decidimoscomprobarexperimentalmenteen queperiodode

la gestaciónse alterabanmás las condicionesdel páncreasde las madresy crías
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subnutridas.Paraello, estudiamosel efectoqueprovocabarestringir la alimentación

en los distintos tercios de la gestaciónsobre parámetrosbásicosde la función

pancreáticade las madressubnutridasy de susfetos-

4.1.1. Efecto de la subnutriciónsobre el incrementode peso corporal de las

madresdurantela gestación.

La gestaciónenel metabolismomaternosuponela adaptaciónaun estadode

aumentode la demandade sustratosenergéticosparael feto. Estademandava a

llevar al incremento,por partedela madre,de la ingestacalórica,hiperinsulinemia,

resistenciaperiféricaa la insulina e hipertrofiade los islotespancreáticos(Parsony

cols., 1992).Todosestoscambiosadaptativosdela madretienencomopropósitola

utilización de lípidos comosustratosalternativosen vez de interrumpir el flujo de

glucosay aminoácidosal feto. Durantela vida intrauterina,el transportedesustratos

de la madreal feto va a dependerde la concentraciónde sustratosen sangrede la

madrey de la permeabilidadde la placentaa dichos sustratos(Girard y Ferre,

1982).Los sustratosincorporadosporel fetosirvenparaaumentarsumasacorporal,

comofuentedeenergíaparael metabolismofetal y comoreserva(Mayory Cuezva,

1985). Por tanto, debido a que el ambientenutricional del feto es esencialparael

crecimientopodemossuponerque cualquierdesequilibrioen la disponibilidadde

nutrientesdurantela gestación,como es la malnutrición o subnutrición, podría

modificardramáticamenteel desarrollofetal (Snoecky cok, 1990).

El incrementode la masacorporal de la madre durantela gestaciónno

correspondeunicamentea lasestructurasfeto-placentarias.La madreva a acumular

unaconsiderableproporcióndcreservasenergéticas,siendoel principal componente

de esteacúmulolas grasascorporales,queen la rata llegana constituirel 21% de
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todoel pesoqueganadurantela gestación(López-Lunay cols., 1986).El aumento

de estasreservastiene lugardurantelos dosprimerostercios de la gestaciónantes

de quecomienceel crecimientodel conjuntofeto-placentario;en el último terciose

produceel mayor incrementode pesomaternoy un intensodrenajede metabolitos

haciael feto paragarantizarel rápidodesarrolloy aumentodepesofetal (Beatony

cois., 1954).Todosestoscambiosvana estarregidospor variacionesen la ingesta

y cambioshormonales(Herrera, 1988).

Los resultadosquesepresentanmuestranqueel pesodiario ganadopor las

madresseencontróafectadoen los tres modelosde subnutriciónconsiderados(Fig.

6). En la mayoria de los estudios, el crecimiento de las ratas se encuentra

disminuido por una deficiencia proteica o cuando la comida está disminuida

(Wunderlichy cols., 1979; Levine y cols., 1983; Rodriguesy cois., 1985; Swenne

y cols., 1987; Snoecky cois., 1990). En el caso de las madressubnutridasen el

primertercio de la gestaciónla disminuciónen el pesocorporalse recuperaen el

último tercio de la gestación,probablementeporque en esta etapaes cuandose

produceel mayor incrementocorporal en la rata gestantey una resistenciaa la

insulinaaumentada(Martin y cols, 1986).Estono ocurrecuandosesubnutreen el

segundoo tercertercio. Aunqueparecequela última etapade la gestaciónes la de

mayor importanciaparael crecimientodel feto, esde señalarque la imposibilidad

de un adecuadoincrementode las reservasenergéticasen la madredurantelos dos

primerosterciosde la gestación,la comprometedurantela última fase,y ello ha de

repercutirincluso en la disponibilidadde sustratosal feto (Bonet y Herrera,1988).

De hecho, como sevió en la sección3.1.3., los fetos a término de las madres

subnutridasen los distintos terciosde la gestaciónpresentaronmenorpesocorporal

que los respectivoscontroles.
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4.1.2. Efecto de la subnutric¡ónsobrevariosparámetrosen la madregestante.

Durantela última fasede la gestación,los niveles de glucosacirculantes

disminuyen en la madre (Herrera, 1988). Parece ser que el aumento de la

trasferenciaplacentariade glucosasuperaconcrecesa la deotrosmetabolitosy este

activodrenajede glucosahaciael feto no parecesercompensadopor el aumentoen

la gluconeogénesis(Herrera y cols., 1969), lo que da lugar a la hipoglucemia

materna.Comoseobservaen la Fig. 7a, la glucemiano seafectóen ningunodelos

casosconsideradosen comparacióncon el grupo control. Lo mismo ocurre en el

casode la insulinemia(Fig. ‘ib) y la concentracióndeinsulinapancreática(Fig. 7c).

Pareceser que la restricción de ingesta de las madres según nuestro modelo

experimentales insuficiente, en cuantoa magnitudo duración,paraincidir sobre

estosparámetrosen las madresgestantes,ello repercuteen la consecuciónde fetos

en buenascondiciones.

Duranteel curso de la gestación,el requerimientode insulina aumenta

progresivamente.Comopreviamenteha sido descritopor Leturquey cols. (1984)

la insulinemiaen la rata madregestantea los 21 días fue superiora la quepresentan

los animalesvírgenes (Fig. ‘ib). Esta hiperinsulinemiaha sido relacionadacon

factoresdietarios,es decir, conla hiperfagiapropiadel final de la gestación(Baurne

y cols., 1978); pareceser que los componentesde la ingestaque más influencia

tienenal respectoson los glucfdicos (Greeny Taylor, 1974). El incrementode los

nivelesde insulina circulanteen la madrela capacitaparacompensareficazmente

la intensaextracciónde metabolitospor la unidad feto-placentariay ello ocurrea

pesardela aumentadaresistenciainsulínica.A estaresistenciacontribuyen,a su vez,

factorestanto hormonalescomo metabólicosen la circulación materna(Herrera,

1988).
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Según algunosautores, la concentraciónpancreáticade insulina no varía

durantela gestación,pero a lo largo de la misma se produceun incrementodel

tamañodel páncreasy, en consecuencia,de su contenidoinsulínico total (Rishi y

cols., 1969). Nosotros,sin embargo,encontramosquela concentraciónde insulina

pancreáticaen las madresel día 21 de gestación(Fig 7c) seencontrabaaumentada

con respectoal valor de las ratas virgenes en cualquierade las condiciones

consideradas.Malaisse y cols. (1969) observaron también un pequeño pero

significativo incrementode la concentraciónde insulinapancreáticaen los días 15

y 20 de gestacióny no encontraroncambiosen el pesodel páncreas.Este hecho

implica queel páncreasestásintetizandoy/o acumulandomásinsulina(Rishiy cols,

1969), lo que estaría en consonanciacon los cambios descritos en el páncreas

endocrinode la madrecomoadaptaciónala mayordemandadenutrientes:aumento

de la secreciónde insulina en respuestaa glucosay disminución del umbral de

estimulaciónde la glucosa (Oreen y Taylor, 1972; Sorensony Parson, 1985),

aumentode la síntesisde la hormona (Bone y Taylor, 1976) y aumentode la

proliferacióndecélulasB y del volumendelos islotes(Helmann, 1960; Aerts y Van

Assche,1975).

4.1.3. Efectode la subnutr¡ci6nsobreel pesodel cuerpoy delpáncreasfetal.

Como se ha mostradoen la Fig. Ea, la disminuciónde la ingestaen las

madresen cualquierade lasetapasde la gestación,provocóun menortamañade los

fetos atérmino. Es bien sabidoqueexisteunarelaciónentrela nutriciónmaternay

el pesoal nacimientode las crías(Koski y Hill, 1990). Los niñosnacidosde madre

con subnutriciónal comienzo(Ellinghton, 1980) o al final de la gestación(Arola y

cols, 1982) muestranretrasoen el crecimiento.Durantela segundamitad de la
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gestación,el pesofetal se reduce en relación a la duración del ayuno materno

(Ariyuki, 1987) y tambiénse encuentraretrasoen los fetos de madressubnutridas

durantetoda la gestación(Snoecky cols., 1990; Ahokasy cols., 1983).

Uno de los factoresqueinfluye en el pesoa términodel reciennacidoes el

incrementodepesode la madredurantela gestación.Por un lado, hay autoresque

han relatadocómo la subnutriciónde la madreen la última semanade gestación

conlíevaa un retardodel crecimientofetal; la causaseríaque la madreseprotege

a sí mismacontrala escasezdenutrientes,disminuyendoel aportedeéstoshaciael

feto (Ahokas y col, 1983). Por el contrario, Remesary col (1988),consideranque

en la subnutrición,la madreaumentael trasvasede nutrientesal conjuntoplacenta-

feto para aminorarla reducción del crecimientofetal; la consecuenciaes que la

madreno aumentadepesoen la últimasemanade la gestación.En nuestrosmodelos

seha mostradounaatenuaciónde la gananciaenpesodela ratagestantemalnutrida

durantelos distintos terciosde la gestación(Fig. 6); sin embargo,estaatenuación

no consiguió disminuir el retrasodel crecimientofetal en ninguno de los casos

considerados.Sí quees de destacarqueel pesoperdidopor lasmadresfue superior

al de susrespectivascrías. Es decir, mientrasqueel incrementode pesocorporal

de las madressubnutridasduranteel últimoterciode la gestaciónfue un 60% menor

queel de susrespectivoscontroles,susfetos a términopesabansóloun 20% menos

que las críasde madrecontrol. La pérdidade pesofetal fue todavíamenoren los

otros dos casosde subnutrición.Ello suponeuna proteccióndel crecimientofetal

parasu supervivencia.

Estáestipuladoqueuno de los factoresmásimportantesque intervienenen

el crecimiento fetal es la insulina (Girard, 1989) e incluso se ha descritouna

correlaciónpositiva entrela insulinemiafetal y el pesoa término (Girard y cols.,
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1976). Sin embargo,en los fetos de madressubnutridas,la insulinemiano se

encontró disminuiday, es más, en los casosen los que se subnutrió duranteel

segundoy último terciode la gestaciónseencontróincluso aumentada(Fig - 9b). La

explicaciónposible la podemosencontraren el mecanismomedianteel cual la

insulinaejercesusefectossobreel crecimientofetal; seha descritoqueesa través

desu interacciónconlos factoresdecrecimientosimilaresainsulina(IGFs) (Milíner

y Hill, 1984). De hecho, seha visto que rataspreñadas,sometidasa restricción

proteica, muestran un crecimiento fetal retardado correlacionado con una

disminuciónde IGF-II en los fetos (Riveroy col, 1993; Pilistine y col, 1984). En

el mismo sentido,en madresgestantesayunadasseobservaquelos fetospresentan

un retrasoen el crecimientorelacionadocon unadisminuciónde la expresiónde

IGF-I y II (Straussy col, 1991). Concretamente,en el modelo experimental

comenzandola subnutrición el día 16 de gestación se han encontradoniveles

disminuidosde IGF-I y II en la etapafetal (Rivero y col, 1993), lo cual estaríade

acuerdocon el menorpesode las fetos a término.

Además, la generaciónde estos factores de crecimientoen periodo fetal

dependendel nivel de anabolismo,el cual a su vez es el producto de un aporte

adecuadode nutrientesy del papelpreponderantede la insulina enla circulación.Es

decir, dependesu secreciónde un equilibrio insulina/nutrientes.Es claroqueen las

ratassubnutridasla insulinano estádisminuidaen ningúncaso,por lo queel menor

peso corporal encontradopuede ser debido a la disminución de los sustratos

disponibles. En este sentido, las madres subnutridaspodrían tener una menor

concentraciónde sustratosen plasma, lo que influiría negativamentesobre el

crecimientofetal (Iones,1990). No obstante,comoseobservaen lasFigs. 7a y 9a,

la glucemiade los fetos y madressubnutridasno estáalteradapor lo quecabría
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pensarque serían los aminoácidosen plasmalos que estaríandisminuidoscomo

consecuenciade la subnutricióno una composiciónalteradade los nutrientes.Este

hecho provocaríauna menor disponibilidadde sustratosy, en consecuencia,un

retrasoen el crecimientofetal.

El efectonegativoquemostróla subnutriciónincidió tambiénen el pesodel

páncreasfetal, sólo en el casoen que las madresfueron subnutridasen el último

tercio de la gestación(Fig. 8b); si bien, el porcentajede disminución del peso

pancreáticoresulté ser menor que el encontradopara el peso corporal y, en

consecuencia,la relaciónpesodel páncreas/pesodel cuerpofue superioren los fetos

subnutridos.Se puedepensarque, de alguna forma, seprotegeal páncreasde la

restriccióna la queseencuentrasometida.El hecgode quelas diferenciassólo se

encuentrenen el último tercio de la gestaciónpuededebersea que en los fetos de

rata, es durantela última etapade la gestación,entre los días20-22, cuando se

produceun aumentomuy rápido en la masade célulasB (Hellerstrom, 1984). En

consecuencia,la subnutriciónde la madreduranteesta etapava apoderafectaral

normalcrecimientoy desarrollode estascélulaspancreáticas.Sin embargo,como

veremosmás adelante,este menor pesopancreáticono se correspondiócon una

disminucióndel crecimientode los islotes.

El tamañode la carnadasólo sevió ligeramenteafectadoen el caso de la

subnutricióndurantela primera semanade gestación.La falta de consecuenciasen

los otros dos casoses lógica; sepiensaqueaunquela deficienciaproteicapuede

aumentarla mortalidadprenatal(sobre todo si se instauracon caráctercrónico) su

efectoperjudicialseproduceentrela ovulación y la implantación;unavez ocurrida

éstaya no hay practicamentepérdidade fetos (Alexandery cols., 1988).
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4.1.4.Efectode la subnutric¡ónsobrela insul¡nemiay el contenidode insulina

pancreáticafetal.

Comose muestraen la Fig. 9b, en la etapafetal existeunahiperinsulinemia

fisiológica quecae trasel nacimiento.Los niveles de hormonaplasmáticaen esta

etapason de tresa cinco vecessuperioresa los de la madre(Girard y col, 1977;

Heggestady col, 1965) y estáncorrelacionadoscon un aumentoen el contenidode

insulina pancreática.Rishi y col (1969) encontraronque este último parámetro

aumentótambiénentrelos días18 y 21 de gestaciónsuperando,de igual forma, los

nivelesde la madre. Ya quela concentraciónde insulinapancreáticaes un balance

entrela síntesisy secreciónde la hormona,sepuedepensarqueen estaetapaseestá

produciendoun aumentode ambosprocesosy, por tanto, queel máximodesarrollo

y crecimientodel páncreastienelugaren estaúltima etapade la gestación(Swenne,

1992; Portha, 19%).

Tanto la insulinemiacomo el contenidode insulina pancreática(Fig. 9b y

9c) seencontraronaumentadosen los fetosprocedentesde madressubnutridasen el

último terciode la gestación.Esto pareceindicar queestosfetos seríancapacesde

unarespuestasecretorasuperiora la de los propioscontroles.Resultadossimilares

fueron obtenidos por nuestro grupo con la técnica del clamp cuglucémico-

hiperinsulinémico(Cacho, 1993).Estehechocontrastacon lo encontradopor otros

autores (Snoeck, 1990) que reflejaron una alteración en la capacidadinsulino-

secretoraen los fetosde madresubnutrida.Sin embargo,lasdiferenciaspodríanser

debidasa que la subnutricióncomenzóel día 1 de gestacióny no el 14 comoen

nuestromodelo.

Esteposibleaumentoen la secreciónde insulinade los fetosprocedentesde

madressubnutridasduranteel último terciode la gestaciónpodríaserexplicadopor
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un aumentoen la concentraciónplasmáticade distintossustratossecretagogos.

En la etapafetal, las célulasB son capacesde respondera los aminoácidos

inclusoantesquea la propia glucosa(Heinzey Steinke, 1972); si bien, aunqueno

sepuededescartarde forma definitiva un aumentode aminoácidosen sangre,no

parecequeéste seael caso en nuestromodelode subnutrición-

Por otro lado, la secreciónde insulina es sensiblea la glucosadesdeel día

17 de gestación(Hole y col, 1988). Sin embargo,los nivelesde glucosaen sangre,

tanto en la madregestante(Fig. 7a) comoen los fetosde 21 díasde gestación(Fig.

9a), no difieren de los de susrespectivoscontroles;con lo cual, el aumentopodría

explicarsesi las células beta de las ratas subnutridasfueran más sensiblesa la

glucosa.

Por tanto, los resultadosobtenidoscuandosesubnutreen la última etapade

la gestaciónparecenindicar quelos fetosprocedentesde madressubnutridas,lejos

de mostrar una disminución de su capacidadinsulino-secretora,parecentenerla

aumentada.El comprobaresteresultadonos llevó al estudiomásen profundidaddel

efectode la subnutrición sobre la funcionalidadde las célulasB tanto de madres

comode fetos de 21 díasde gestación.
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4.2. SECRECION DE INSULINA EN RATAS MADRES SUBNUTRIDAS EN

EL ULTIMO TERCIO DE LA GESTACION Y EN SUS FETOS.

4.2.1. Secreciónde insulina ¡u vivo en madressubnutr¡dasde 21 días de

gestación.

La pruebade toleranciaa la glucosaes un métodoexperimentalin vivo que

nospermiteobtenerinformaciónsobrela accióninsulínicaenel metabolismoglobal

de la glucosa.Aunqueexistenotras técnicasmás sofisticadas(Del Prato y cols.,

1984), este método se sigue utilizando ampliamenteen la actualidad.Comoya se

comentó, consiste en administrar una sobrecargade glucosa y efectuar un

seguimientode los cambios en la glucemiae insulinemiaque tienen lugar en el

momentoposteriora la administración.La administracióndela glucosasehizo por

víaintravenosa;algunosautoreshan señaladola existenciade distintascapacidades

en la absorciónintestinalde estahexosaen función de la concentraciónproteicade

la dieta (Weinkowey cols., 1977), lo que provocaríaun enmascaramientode la

tolerancia.Si la hiperglucemiainducidaseprolongamásde lo consideradonormal,

se dice queexisteuna “intoleranciaa la glucosa”-

En las ratasgestantes,la pruebase llevó a cabo a lo largo de dos horas,

tomandomuestrasa los 10, 15, 20, 30, 60 y 120 minutosde la administraciónde

la glucosa.Como se puedeobservaren la Fig. 11, los valoresde glucemiaen las

ratas subnutridasfueronsuperioresa los de las madrescontrolesdurantetodo el

periodo de duración de la prueba, hecho que aparecereflejado en una mayor

respuestaintegradaparala glucosaen estegrupo experimental.Esto indica que la

subnutriciónen la últimaetapade la gestaciónprovocóunaintoleranciaa la glucosa

en el día 21 de gestación.En las ratascontrolesla respuestafue normalaunquese

handescritocasosen los que seproduceen la gestaciónuna tolerancialigeramente
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dalladaa costade un mayor aumentoen la secreciónde insulina (Martin y cols.,

1986)quecompensaríala resistenciaperiféricaa la accióninsulínica.

El análisisde la secreciónde insulina (Fig. 12) pusode manifiestoque la

sobrecargade glucosano indujo en las madressubnutridasunaadecuadarespuesta

insulino-secretora;aunquelos islotesde las madressubnutridassecretaroninsulina

en el mismo sentido que las controles,el valor de este parámetrose encontró

disminuido con respectoa lo encontradoen el grupo control. Este resultadoes

comparableal obtenidopor otros autoresen ratasadultassubnutridas(Okitolonda

y cols., 1988; Swenney cols., 1988; Younoszaiy Dixit, 1980; Weinkowey cols.,

1977). Es decir, la subnutricióndurantela última semanade la gestaciónprovoca

en la madre una intoleranciaa la glucosaacompañadade unadisminución de la

secreciónde insulinaen respuestaa estesecretagogo.

La intoleranciaa la glucosapuedeser debidaala propia disminuciónde la

liberacióndeinsulina (Milner, 1971;Beckery cols., 1971),a unamayor resistencia

insulínica(Bowie, 1964) o a la combinaciónde ambassituaciones(Becker y cok,

1972).

Recordemos,que en la rata normal gestante,la respuestainsulinica en los

tejidos periféricos está disminuida(Martin y cols., 1986) y pareceque las ratas

subnutridaspodríantener todavíauna mayor resistenciainsulínica, los resultados

obtenidosno nos permiten afirmarlo; lo que sí queda patentees una alteración

funcional de las célulasB provocandounapérdidade la secreciónde insulinaque

va a contribuir a la intoleranciaencontrada(Leviney cols., 1983).

Comoya hemoscomentado,durantela gestaciónseproduceun aumentoen

la demandade insulina;paraacomodarsea estasituaciónesesencialquelos islotes

de Langerhanssufran adaptacionesfuncionalesy estructuralesadecuadasa esta
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nueva situación. Si los islotes de la madre no son capacesde respondera esta

demandasepuedeprovocarunaintoleranciaa la glucosay el posibledesarrollode

una diabetesgestacionalperjudicial tanto para la madre como para el feto

(Jovanovie-Peterson,1991).Estoscambiosen el páncreasendocrinovan aimplicar

un aumentoen la síntesis (Bone y Taylor, 1976) y secreción de la hormona

(Sorensony Parson,1985). A suvez, estahipersecreciónseva a deberen parteal

aumentoen la proliferaciónde célulasB y delvolumendelos islotesquetienelugar

al final de la gestación (Van Assche, 1974). Todos los cambios conocidos y

característicosde la gestaciónsehademostrado,tanto in vivo comoin vitro, queson

inducidos por las hormonas placentarias (lactógenoplacentarioy estrógenos)

(Sorensony Parson,1985; Brelje y Sorenson,1991).Podemospensar,quede alguna

forma, la subnutriciónestáafectandoestoscambiosnecesariosque tienenlugar en

el páncreasendocrinoen suprocesode adaptaciónala gestación,alterandola propia

funcionalidadde las célulasB y/o modificandolos nivelesde los factoresimplicados

en estaadaptación- Todoello serádiscutidoampliamentea continuación.

4.2.2. Secreciónde insulina its vftro en madres de 21 dias de gestación

subnutridas.

La malarespuestasecretoraencontradain vivo no nospermitediferenciarsi

el defectose debea un fallo propio del mecanismosecretorde la célulaB o si se

encontrabanimplicados factores inhibidores de la secreción in vivo. Para ello

decidimosestudiarla respuestade los islotesaisladosde las madresgestantesen un

sistema iii vm-o en el que nosotros incluimos los secretagogosque queríamos

evaluar. Este método nos permite valorar la respuestade las células B sin

interferenciasde factoresquepuedenencontrarseen el animal in vivo (Malaisse-
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Lagaey Malaisse,1984).

Los islotes fueronincubadoscon glucosaen distinta concentración(2.SmM

y 16.7mM), con glucosay arginina(2.8mM glucosa+ argininay l67mM glucosa

+ arginina)y conleucina.Comosepuedeobservaren la Fig 13b, la respuestaque

seobtuvoen todaslas condicionesno difirió entreambosgrupos. No obstante,el

contenido de insulina de los islotes de las madres subnutridas fue inferior al

encontradoen las madres controles (Fig- 1 3a). Este hecho contrastacon lo

encontradoen la bibliografía: en la mayoriade los casosla respuestain vitro de los

animalessometidosa subnutriciónseencontródisminuida(Swenney cols., 1982;

Levine y cols., 1983; Younoszaiy Dixit, 1980).Las diferenciassepuedendebera

que en estos modelos la subnutriciónse realizó en etapaadulta y no durante la

gestación.El tiempo, además,en todos los casos fue superior a la semanade

restricciónde estasmadressubnutridas.

Portanto, ala vistade los resultados,sepuedeconcluirqueno pareceexistir

un defecto en los mecanismossecretoresde las células B de los animales

subnutridos.Los resultadosindicanqueen ambosgrupos,controly subnutrido,hay

un aumentoen la actividadde las célulasB en respuestaa glucosay aminoácidos

comparadoconlos islotesde ratasadultasno gestantes(Fig. 20b). Esteaumentose

puededebera unamayor eficienciade los mecanismossecretoresy a un aumento

de la sensibilidada la glucosade las célulasB, hechoqueseha sugeridoqueocurre

en la gestación(Bailey y Sorour, 1980). Sin embargo,la disminuciónde insulina itt

vivo ha sido puestade manifiesto. Se podríapensarque aunquelos islotes son

capacesde tener una respuestanormal a la glucosa, el número de ellos en el

páncreasde los animalessubnutridosestádisminuido.Más aún, quela subnutrición

de algunaforma impide quese produzcanlos cambiosnecesariosque tienen lugar
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durantela gestación(hiperpíasia,hipersecreción)y no sede el adecuadoaumentoen

respuestaala mayordemandainsulínica.Ya comentamosqueestosefectosenparte

sonmediadospor lashormonasplacentarias(Moldrup y cols, 1993)que seha visto

que estimulanla función de las células B tanto in vivo como in vitro (Nielsen y

cols., 1992). En islotes cultivados la hormonade crecimiento(OH), la prolactina

(PIRL) y el lactógenoplacentario(PL) estimulanla producciónde insulina y la

síntesisde DNA (Nielsen, 1982). Además, aunqueel IGF-l mediaparte de las

respuestasde la GR en otros tejidos (Oreeny cols., 1985), los efectosde la OH,

PRiL y PL sobre las células B son directos (Billestrup y Nielsen, 1991). Estos

aumentosestán,además,acompañadosde un incrementoen el páncreasde las ratas

gestantesde la expresiónde los receptoresde OH y PRL (Moldrup y cols., 1993).

Apartedel lactógenoplacentario,los estrógenostambiénseencuentranaumentados

al final de la gestación(Parsony cols., 1992) y el resultadode variosexperimentos

esquelos estrógenosy la progesteronaaumentanla secreciónde insulina(Costrini

y Kalkhoff, 1971) y la progesteronainhibe la replicaciónde las célulasB (Oreeny

cols., 1978). Con todo ello, Sorensony cols. (1993), sugieren que existe una

complejainteracciónentrelos esteroidesgestacionalesy el lactógenoplacentariode

forma que los esteroidespuedenestimular, facilitar o inhibir la función de las

célulasB dependiendode la duraciónde la exposiciónde los islotesa las hormonas

lactogénicas.Más aún, un mal balancedehormonasesteroideasy lactogénicastanto

en su concentracióny/o en su duraciónde exposicióna los islotes,puedeconducir

a alteracionesen su función comoocurre en la diabetesgestacional.Esto podría

sucederen las ratas subnutridaspuestoque está ampliamentedescrito el efecto

negativode la subnutriciónprovocandoun grannúmerode alteracioneshormonales

(Becker, 1983). Recientemente,Brelje y cols., (1994) han propuestoque la causa
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del bloqueodel aumentode la funciónde los islotesobservadopor Oreeny Taylor

(1972)en madressometidasa restriccióndietariadurantela gestaciónpodríadeberse

a factores adicionales que contrarestenel efecto del aumento de la actividad

lactogénicasobrela proliferaciónde lascélulasB; explicaciónquepodríaaplicarse

al modelode subnutriciónpropuesto.

Aunqueel incrementoen la masade célulasB puedecontribuiraaumentar

la secreción de insulina durantela gestación,es sabido que el aumentoen el

potencialde secreciónes más importante. Este potencial se manifiestapor una

disminucióndel umbral de estimulaciónde glucosay un aumentodel umbral de

secreciónde insulina.Los islotesde las madressubnutridasno presentananomalía

en su mecanismosecretor,por lo que, apartede unadisminuciónde la masade

células B, hemosde tener en cuentala existenciade factores extrapancreáticos

implicadosen la modulacióndela secreciónde insulinain vivo (Flatt y cols., 1991).

Así Younoszaiy Dixit (1980) encontraronen ratassubnutridasun aumentode la

concentraciónpancreáticade somatostatina,hormonacapazde inhibir la secreción

de insulina.De especialinterésseríael controldel sistemanerviosocentral (SNC),

cuya influencia, obviamente, está ausente in vitro. Atef y cols., (1992) han

implicadoal SNC no sóloen el control de la secreciónde insulina, sino tambienen

el del flujo de sangreque llegaa los islotes.

4.2.3.Secrecióndeinsulina¡a vitro enfetosde 21 díasde gestaciónprocedentes

demadressubnutridas.

Comoya hemoscomentado,la malnutriciónde la madredurantela última

semanade la gestaciónprovocóen susfetos una disminucióndel pesodel páncreas

y un aumentoen la insulinemiay el contenidode insulina pancreática.Aunque es

-155-



evidenteel efectodela subnutriciónmaternasobreel desarrolloy funcionalidaddel

páncreasfetal, es un temaque ha sidopoco estudiadoen la literatura.

El aumentode la insulinemiay del contenidode insulina pancreáticofetal

parecíanapuntara una mayor capacidadde los islotes fetalesparasecretarinsulina

in vivo. Esto nos llevó al estudio de la respuestainsulino-secretoraitt vitro,

utilizando islotesaisladosde los fetos subnutridosy controles.

Se sabepor estudiosprevios que los islotes de fetos de madrescontrol no

muestran(Hleinze y Randle, 1972) o muestranpoca (Mourmeauxy cols., 1985)

liberación de insulina en respuesta a altas concentracionesde glucosa en

comparacióncon los islotesadultosnormales.En nuestroexperimento,despuésde

5-7 días de cultivo, los fetos controles no liberaron prácticamenteinsulina en

presenciade glucosa,ni éstaaumentocuandosepasóde unaconcentraciónbasalde

glucosa(2.8mM) a unaestimulante(16.7mM).No obstante,la secreciónsi aumentó

cuandose añadióal medio de incubaciónargininao leucina (Fig. 14b). Un gran

númerode estudiositt vitro hanmostradoquela glucosano es efectivaen promover

la liberaciónde insulinaen páncreasfetalesde ratasy humanos(Portha, 1990).En

el día 16 de gestación,cuandono hay respuestaparala glucosa,si queseobserva

respuestaa la argininay leucina.Esto indicaqueel fallo en la secreciónno estáen

los mecanismosde exocitosissinoen la secuenciaestímulo-secreciónde la glucosa.

A pesarde tenerreservasadecuadasde insulina,unabuenacapacidaddebiosíntesis

de la hormona,un buen funcionamientopara los aminoácidosy unamaquinaria

normal la respuestaes inmadurapara la glucosa(Portha, 1990). La causapuede

estaren la pérdidade una señal,un canal o un sensor. Se ha propuestoque la

glucosano tiene habilidad para despolarizarla membranay que los canalesde

potasiono respondena la glucosa(Portha,1990).
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Comoera de esperarpor los resultadosobtenidosen los fetos subnutridos,

éstos mostraronun mayor contenidode insulinapor islote (Fig. 1 4a) y unamayor

respuestasecretoraen todosloscasosconsiderados.Además,lasmayoresdiferencias

seencontraronen los casosen los queexistíaglucosaen el medio de incubación.

Pareceser quelos fetos de madresubnutridapresentanunamayor maduraciónde

la respuestaala glucosa.ResultadossimilaresfueronobtenidosporBihoreauy cois.

(1986) en fetos de madresque fueronhechasligeramentehiperglucémicasusando

unacontinuainfusión de glucosadurantela última semanade la gestación.Estos

fetos mostrabanun aumentode la concentraciónde insulina en plasmay páncreas

y aumentode la respuestaa glucosa itt vitro. Es decir, un periodo corto de

exposicióna hiperglucemiapuedeclaramenteafectarla función de las células B

fetales. En el mismo sentido unadiabetesgestacionalligera en la madreproduce

modificacionesestructuralesy funcionalesen el páncreasfetal talescomoaumento

del tejido endocrino,aumentodel porcentajede célulasB (Eriksony Swenne,1993)

y alto contenidoinsulfnico (Aerts y Van Assche,1977).

La maduraciónde la respuestasecretorade los islotesestáinfluenciadapor

muchosfactores,incluyendometabolitosenergéticos,neurotrasmisoresy hormonas

~Eppley Brinn, 1987). Ya hemos comentadocomo las hormonasplacentarias

desempeñanun importantepapel en la maduraciónde la sensibilidadala glucosaal

influenciar tanto mecanismosde síntesiscomode secreciónde insulina (Billestrop

y Nielsen, 1991).Boscheroy cols. (1993)hanmostradoquela prolactinaitt vitro

incrementóla sensibilidada la glucosade islotes fetalescultivados,a pesarde que

la influenciade dichahormonaen fetos estápoco clara.

No obstante,la principal observaciónde este estudio son los rasgosque

presentaronlos fetos subnutridos, propios de hijos de madres con diabetes
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gestacional(Pedersen,1977). Probablemente,aunquelas madressubnutridasson

nornioglucémicas,la intolerancia a la glucosa que presentanpodría provocar

episodiosde hiperglucemiamássostenidaen la madreen los momentosposteriores

a la ingestióndealimentos.Estosepisodiospodríanser suficientesparaaumentarla

concentraciónde glucosadisponibley transferirlaal feto; éste estimularíaasí sus

célulasB. Resultadossimilareshan sidoobtenidospor Eriksony Swenne(1993)que

demostraronque rataspreviamentemalnutridas,con una capacidadde producción

de insulina disminuida, no podían manteneruna tolerancia normal a la glucosa

durantela gestación.Aunqueel dañoparecíaligero en las madres,fue suficiente

paraafectaren el mismo sentidoa susfetos quelo encontradoen esteestudio.

DaIIÚ y cols. (1991), sin embargo,encontraronquesubnutrirdurantetoda

la gestaciónprovocabauna disminución de la funcionalidaddel páncreasfetal

acompañadode alteracionesestructurales.Ladiferenciala podemosencontrarenla

duración de la subnutricióndurantetoda la gestación.Al igual queuna diabetes

gestacionalseveraprovocagravesalteracionesde la homeostasisglucídicamaterna

y, en consecuencia,un pobredesarrollodel páncreas(Erikson y Swenne,1982) y

una diabetesgestacionalligera con mediaalteración de la toleranciaa la glucosa

provocaun aumentodel desarrollode las células B fetales(Erikson y Swenne),la

mayor o menor duraciónde la subnutriciónpuedeprovocar mayoreso menores

alteracionesdel metabolismoglucidico y repercutir así de forma distinta en la

estructuray funcionalidaddel páncreas.

4.2.4. Efectode la subnutriciónsobreel desarrolloy morfologfade las células

B de fetos de 21 díasde gestaciónsubnutridos.

El estudio histológico del páncreasde los fetos subnutridosapoyó los
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resultadosobtenidosen cuantoa su funcionalidaditt vitro e itt vivo. Segúnsemostró

en la Tabla 4, el porcentajede célulasB de los fetos subnutridos,al igual quesu

masa,seencontróaumentadaen másde un 40% con respectoa lo encontradoen los

fetoscontrol. Resultadossimilaresson obtenidospor Erikson y Swenne(1993).Así

pues, tanto la estructuracomo la función del páncreasse ven afectadospor la

subnutriciónmaternadurantela última semanade la gestación.

La modulacióndelincrementodecélulasB estáreguladopormecanismosque

afectana dostiposcelulares:a) unapoblaciónprecursoray b) las propiascélulasB.

a) En la rata, la masade célulasB seduplica durantelos últimos días de la

gestación y ese proceso expansivodependeen un 80% de la proliferación y

diferenciaciónde célulasprecursoraspluripotenciales(Portha, 1990).

b) Existe una fracciónde células13 susceptiblesde ingresaren un ciclo de

división, fraccióndenominada“compartimentoproliferativo”. Se ha demostradoin

vio-o que la glucosainduce un incrementodel tamañode estecompartimento;es

decir, bajo su influenciaaumentael númerode células13 destinadasa multiplicarse

(Swenne,1992). El aumentodel tamañono esmuy notable(son pocaslas células

que respondenasí a la glucosa), pero la rapidez del ciclo celular conduce,

finalmente, a un agrandamientoconsiderablede la masadel islote (Hellerstrom,

1984). Todo ello es la causa básica de la hiperinsulinemia fisiológica fetal

característicadel final de la gestación.

Si aceptamosque las madres subnutridaspueden sufrir episodios de

hiperglucemia,ésta puede ser trasmitida al feto, aumentarel procesoexpansivo

insular y explicar así el aumentode la masa de células 13 de los fetos. En este

sentido,experimentosrealizadostanto itt vivocomoitt vitro en roedorescondiabetes

gestacionalligera han mostradoclaramenteuna marcadahipertrofia de los islotes
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pancreáticosfetales(Reusens-Billeny cols., 1984),quepodríaestariniciada por la

hiperglucemiamaterna.

-160-



4.3. REPERCUSIONES DE LA SUBNUTRICION COMENZADA EN EL

ULTIMO TERCIO DE LA GESTACION Y CONTINUADA HASTA LA EDAD

ADULTA SOBRE LA SECRiECION DE INSULINA. ESTUDIO EN FETO,

NEONATOS DE 4, 14 Y 23 DIAS Y EN ADULTO DE 70 DIAS DE VIDA.

4.3.1.Efectode la subnutriciónsobreel pesodel cuerpoy del páncreas.

El establecimiento,en el estudio anteriormenteexpuesto, de que la

subnutrición,en el último tercio de la gestación,provocaun mayorretardoqueen

estadios anteriores nos hizo proceder al estudio de las consecuenciasde la

subnutrición en dicha etapa. Paraello sacrificamos a los animales en distintos

estadios:fetosde 21 días,etapalactante(4, 14 y 23) asícomoen el periodoadulto.

Seobservócómola disminuciónde la ingestaprovocóun retrasodel crecimientoy,

en consecuencia,un menortamañode los animalesen todaslas etapasconsideradas

(Fig. 16).

Comoya comentamos,la subnutriciónse instauróde forma indirecta,sobre

la madregestante,en un momentotempranodel desarrollo(14 díasde gestación),

por lo que los efectosde la restricciónsobreel crecimientosehicieronnotar ya en

los fetosatérmino.Pero,la dietamaternano essóloesencialparala embriogénesis,

crecimientoy desarrollofetal sino que tambiénesde gran importanciadurantela

lactación(Koski y col, 1990).La lactanciasuponeun aportede recursosnutritivos

mayor que los que sepodríandar durantela gestación,ya que las crías son de

mayor tamañoque los fetos, tienenvida independientey altas tasasde crecimiento

(Remesary col, 1988).En el metabolismomaternotienelugarunaseriede cambios

quecapacitanala glándulamamariaparaaportarlos nutrientesy energíasnecesarias

para las rataslactantes.Por ello, la lactaciónestá acompañadapor unamarcada

hiperfagiade la madre(Sampsony Jansen,1984).
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En estaetapa,nuestrasmadresrestringidasingieren sólo un 30-40% de lo

que ingieren las ratascontroles.Este hechoorigina un daño sobre el pesode las

rataslactantes.Por tanto, las ratassubnutridasqueya presentaronun pesoinferior

en la etapa fetal, durantela lactanciaacentuaronel retrasode crecimiento. La

disminución de la disponibilidad de nutrientes en la madre va a producir

modificaciones en la composición y producción de la leche. En cuanto a la

composición,no se van a encontrardemasiadoscambios cuantitativos,aunque

algunoscomponentesvariencomoconsecuenciadel deficit materno(Jelliffe, 1978;

Crnic y Chase,1978). Por suparte, la producciónde lechepuedeverseafectadalo

que implica una menor cantidadde lechedisponiblepara las crías (Origor y col,

1987; Sampsony Jansen,1984).

Además,no hay que olvidar que tanto durantela lactanciacomo ya en la

etapa adulta, los animales subnutridospresentancambios en la concentración

plasmáticadevariashormonas(insulina,OH, TSH) (Aláez, 1992;Rodríguez,19%),

lo quepuedeinfluir, de igual modo, en el crecimientoy desarrolloantesy después

deldestete(Girard, 1989).Aunqueenla etapaadultalos requerimientosdeproteínas

dela dietasonesencialmenteparael mantenimientodelorganismo(y, por tanto, son

menoresque los requeridosen las etapasfetal y lactante),una deficienciaen este

periodoorigina, tambien,retrasosimportantesen la restitucióndetejidos(Buchanan,

1984). Evidentemente,el efecto negativo que sobre el crecimiento tiene la

malnutriciónno incidesóloen el pesocorporalsino tambiénen el pesodediferentes

órganos.Dixit y Sorenson(1987)y Younoszayy Dixit (1980) habíanmostradouna

reduccióndel pesopancreáticoen modelosde restricciónalimentaria. De igual

forma, en nuestrasratassubnutridas,seencontróel pesodel páncreasdisminuido,

con respectoa los animalescontrol, en todaslas etapasestudiadas(Fig. 17). No
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obstante,el porcentajede disminucióndel pesopancreáticoresultó ser menorque

el encontradopara el peso corporal y, en consecuencia,la relación peso del

páncreas/pesodel cuerpo fue superior en las ratas subnutridas(Tabla 5). Esta

relación se ha observadoigualmenteaumentadaen el caso del peso cerebral

(Rodríguez,1990) y ha sido interpretadacomounaadaptaciónespecialqueprotege

al cerebrode los efectosperturbadoresde la subnutrición(Yeh y col, 1982). En el

mismosentidoquesecomentóen la etapafetal, sepuedepensarquenuestrasratas

subnutridas,de algunaforma, protegenal páncreasde la restriccióna la que se

encuentransometidas.

Sin embargo,a pesarde estaposibleprotección,numerosostrabajosponen

de manifiestola existenciade alteracionesfuncionalesy estructuralesdel páncreas

en la subnutrición(Dahri y col, 1991; Dixil y Kaung, 1985; Gal», 1981;Weinkowe

y col, 1977). El efectosobrela funcionalidad(capacidadinsulino-secretora)de las

células13 serádiscutidoposteriormente,pero sepuedeadelantarquevariosautores

achacanpartede estasdeficienciasa lasmodificacionesmorfológicase histológicas

que tienenlugaren la subnutrición: reducciónde la masade célulasde los islotes

y del tamañoy númerode célulasB (Rao, 1988) así como menorproporción de

tejido endocrinofrente al exocrino(Dahri y col, 1991).

Aunquela capacidadproliferativade lascélulasB disminuyecon la edad,la

masade éstascontinuaincrementandosedurantelas etapaslactantey adulta(hasta

el día210devida) (Portha,1990).Sin embargo,recientementeSwenney col (1992)

han encontradoque la subnutriciónproteico-energéticatemporal en ratasjovenes

provocauna reducciónde la masade células13 al disminuir la capacidadde crecer

y replicarsedeéstasy queestareducciónno escompensadaaunqueseproduzcauna

rehabilitación nutricional; por tanto, la subnutriciónpareceprovocar un deficit
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irreversibleen el númerode células B.

4.3.2. Evoluciónde la funcionalidaddel páncreasen lasratassubnutridas.

La subnutriciónafecta tanto al crecimientoy desarrollodel páncreascomo

a su funcionalidad (síntesisy secreciónde insulina). En este sentido,numerosos

autoreshan mostradoquela restricciónnutricionalprovocaunadisminuciónde los

niveles de insulina plasmáticosdebido a la menor capacidadde secreciónde la

hormona(Claeyssensy col, 1992; Okitolonday col, 1988; Crowe y Royle, 1988;

Alvarez y col, 1986; Becker, 1983; Rao, 1982; Robinsony Picou, 1977).

Comoya sevió en la sección4.1.4.,los fetos subnutridosmostraronuna

insulinemiasuperiorque la de sus respectivoscontroles.A partir del nacimiento,

durantela lactancia, los niveles de insulina se mantienenbajos con respectoa

controlesy van acompañadosde un aumentomuy marcadoen la concentraciónde

insulina pancreática.Es de destacarel día 4 de vida en el que el aumentode este

parámetroalcanzasu máximo,siendosu valor unas15 vecessuperioral encontrado

en la etapafetal, para las ratascontrolesy 8 veces,para las subnutridas(Fig. 19).

Este aumento ha sido interpretadocomo una respuestaa la nueva demanda

alimenticiadel páncreas(Rishi y col, 1969).En estaetapa,la dietaes rica en grasas

y pobreen carbohidratospor lo quese requiereunamenorcantidadde insulina y,

en consecuencia,unamenorsecrecióndela hormona;sinembargo,la síntesispodría

no estardisminuiday provocarasíun mayor acúmulopancreáticode insulina.

Al contrariode lo queocurrió en la etapafetal, a partir del nacimientoy

hastala edadadulta, la subnutriciónprovocóunadisminuciónde la insulinemia(Fig.

1 8b) así como unaconcentraciónpancreáticade insulina normal (Fig. 19). Estos

resultadosestánde acuerdocontrabajospreviosde nuestrogrupoquemostraronun
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deflcit en la capacidadde respuestasecretoraen las ratas lactantessubnutridas

(Escrivá y col, 1990). Estos hechos hacen pensarque si bien los animales

subnutridostienenafectadala secrecióndeinsulina,aparentemente,no pareceexistir

ninguna alteración en la síntesis de la hormona. Resultadossimilares han sido

encontradospor otros autores(Younoszayy Dixit, 1980; Dixit y Sorenson,1987)

aunquetambiénsehandescritoalteracionesen la secrecióndeinsulinaacompañadas

bien de un aumentode la hormonaen páncreas(Weinkowe, 1976) bien de una

disminución(lDollet y col, 1987; Khardoryy col, 1980).

Sepuedeconcluir,por tanto, quela insulinopeniaquereflejannuestrasratas

subnutridasa partir del nacimientono pareceser debidaa unamenorconcentración

dela hormonaen el páncreassino, másbien,a un defectoen la secreción.Además,

estaalteraciónen la respuestasecretorano apareceen la etapafetal por lo quedebe

establecerseconposterioridadal nacimiento.

4.3.3. Secreciónde insulina ¡¡‘a vitro en ratassubnutridasdesdela etapafetal

bastalos 70 díasde vida.

Según acabamosde ver, nuestrasratas subnutridasmostraron desdeel

nacimientounadisminuciónde la concentraciónde insulina en plasmaqueha sido

interpretadacomo una consecuenciadel descensoen la capacidadde respuesta

pancreática.Estadisminuciónde la secreciónde insulina ira vivo fue puestaya de

manifiestoen nuestrogrupo (Escriváy cols., 1990) con las pruebasde toleranciaa

la glucosaen las ratassubnutridasde 70 díasde vida. Estosestudiosmostraronuna

toleranciaala glucosanormalenlas ratassubnutridasfrenteaunadisminuciónmuy

marcadade la secreciónde insulina;estoindicaqueexisteunaadaptacióna la baja

insulinacirculantecompensándosecon un aumentoen la capacidadde respuestaen
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los tejidos periféricos a la hormona (Escrivá y cols., 1992). Es decir, una

hipersensibilidada la insulinaen tejidosdiana.

En cualquiercaso,a pesarde estaadaptaciónquedapatentela disminución

dela capacidadinsulino-secretoraenla subnutrición,resultadosqueestándeacuerdo

con lo encontradoenla bibliografíaenotrosmodelosexperimentales(Crowey cols.,

1988; Ok¿itolonday cols., 1987; Swenney cols., 1987). Paraintentarcomprender

la naturalezade estaalteraciónfuncional realizamosun estudiode la secreciónde

insulina in vitm. Paraello aislamosislotesde Langerhansde las ratascontrolesy

subnutridasde 70 días de vida y los incubamoscon distintasconcentracionesde

glucosa,tambiéncon glucosamásargininaasícomocon leucina.Comoseobserva

en la Fig. 20a, el contenidode insulinade los islotesseencontródisminuidoen las

ratas subnutridascomparadascon las ratascontrol. En la Fig. 20b se puedever

como la respuestasecretorase encontró disminuida en todas las condiciones

consideradasen las ratassubnutridasfrentea las ratascontrol. Resultadossimilares

se han encontradoen la literaturaen modelosde subnutriciónen la etapaadulta

(Weinkowe y cols., 1976; Levine y cols., 1983; Swenne y cols, 1987) y más

recientementeRasschaerty cols. (1995)han mostradolos mismosresultadoscon un

modelo de subnutrición proteica comenzadodesde la etapa fetal. Aunque la

subnutrición cualitativamentefue distinta ya que sólo fue proteicay el comienzo

tambiénfue anteriora la última semanade gestación,el resultadoal quellegarones

exactamentecomparableal mostradoen estetrabajo. Sepuedeconcluirpuesqueel

defectoinsulino-secretorencontradoira vivo tieneun reflejo ira vitro y quelospropios

mecanismossecretoresse encuentranafectadosen la subnutrición.Los resultados

muestranque la respuestaseencuentraafectadatantoparala glucosacomoparala

leucinay no pareceestardisminuidoen el caso de la arginina,ya queel tantopor
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cientode aumentoen la secreciónqueexperimentanen presenciadel aminoácidoes

similar en ambaspoblaciones,control y subnutrida.

Recordemosqueel efecto de la glucosasobre la liberaciónde insulina está

ligado a la capacidadde las células 13 para transportary metabolizarel azucar

(Malaisse,1992).El fallo en la secreciónpuedepasarpor tantopor algunaanomalía

en estosdosprocesos:transportey metabolismode la glucosa.

El efectode la subnutriciónsobreel transportadorde glucosaGLUT-2 será

discutidomásadelante.En cuantoal metabolismode la glucosa,ya secomentóen

la introducción las enzimasque podían desempeñarun papel modulador de la

secreciónde insulina. Cuandola glucosaentra en la glucolisis comienzaa ser

fosforiladapor la glucokinasa,una enzimacuyascaracterísticasle permitenadaptar

la velocidad de degradaciónde la glucosaa la concentraciónambiental de esta

molécula.Aunque no sehandescritomodelosanimalesen los queunadeficiencia

de glucokinasapuedarepresentarel principal factor de la disfunciónde las células

B (Malaisse,1993), la posibilidadde que unadisminuciónen la actividad de esta

enzima pueda impedir la respuestainsulino-secretorade la glucosa debe ser

contemplada.De hecho,seha descritoqueen el ayunoseinduceunaadaptaciónde

lasenzimasglucoliticasclavesen la liberaciónde insulina(Malaissey cols., 1976).

El transportey la fosforilación de la glucosason los primerospasosdel uso

del azucaren la célula13. Los pasossiguientes,glucolisisy oxidación,son críticos

en la secreciónde insulinainducidapor glucosa.La glucolisisocurreen el citosol

y la oxidaciónocurreen la mitocondria.Sehapresumidodurantemuchotiempoque

la ligazón entrelos dos eventosen términosde secreciónde insulinaes el piruvato.

No obstante, el piruvato no tiene actividad insulino-secretorapor si mismo y

recientementeseha sugeridola existenciade otrasunionesentre la glucolisisy la

-167-



mitocondria(Portba y cols., 1994). Se creeque estaunión puedeser la ruta del

glicerol fosfato(Rasschaerty Malaisse.1991). Estaruta moviliza protonesdesdeel

citosol a la mitocondria,dondeentranala cadenarespiratoriaparagenerarATP. El

incrementoen la circulaciónde la ruta del glicerol fosfatocausadopor un aumento

de la concentraciónde glucosa puede ser debido, al menos en parte, por la

activaciónpor el calcio de la glicerol fosfatodeshidrogenasamitocondrial (mGDH)

(Senery Malaisse,1992). Estaenzimaseconsiderala enzimaclave de la ruta del

glicerolfosfato. Un impedimentodela actividadde la mGDHpodríaconducirauna

alteración de la liberacion de insulina. En este sentido, se ha descrito una

disminuciónde la actividad de la mGDH en islotes de ratas adultasque fueron

inyectadascon estreptozotocinaduranteel periodoneonatal(Giroix y cols., 1991)

y seha propuestoqueen numerososmodelosde diabetestipo 2 unadisminuciónde

estaactividad,puedeprovocar,al menosen parte,un impedimentode la respuesta

secretorade los islotesa la glucosa(Malaisse,1993). Resultadossimilaresfueron

obtenidoscon modelosanimalessometidosa subnutriciónproteica(Sennery cols.,

1993; flahri y cols., 1994). Rasschaerty cols. (1995), más recientemente,ha

mostradounadisminuciónde la mGDH mitocondrial en islotesde rata sometidaa

subnutriciónproteicadesdela etapafetal hastala edadadulta; hechoque podría

participaren la disminucióndela respuestainsulino-secretoraala glucosaobservada

ita vivo e ita vio-o. No obstante,al igual que en nuestromodelo, ellos encontraron

también disminuidala respuestaa una mezclade leucina y glutamina.Se puede

pensar,que en el efecto disminuido a los aminoácidospodríaestarimplicada de

igual forma unaalteraciónen las enzimasqueparticipanen el catabolismode los

aminoácidosen las células de los islotes. Recordemosque el efectode la leucina

provocandola secreciónde insulina está ligado a su metabolismoen la célula B,
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mientrasquela arginina,cuyo efectono parecióestaralterado,estimulala secreción

despolarizandola membranade lascélulasB en su transporteal interior celular.

En resumen,se puede pensar, que existe una perturbaciónmultifactorial

provocadapor la falta de nutrientesen las células de los islotes de las ratas

subnutridasquepodríadar comoresultadola disminucióndel contenidoinsulinico

de los islotesy de la respuestainsulino-secretoraa la glucosay los aminoácidos.La

investigacióndeestosfactoresquedaabiertaainvestigacionesfuturasaunqueal final

de estetrabajoseexponenresultadospreliminaressobrela posiblealteraciónde las

transportadoresde glucosa.

4.3.4.Efectode la subnutriciónsobrela masade célulasB de ratassubliutridas

de 4 y 70 díasde vida.

El incrementoconla edadde la masatotal de célulasB en las ratascontroles

confirmalas investigacionespreviasdel crecimientode las células13 (Portha,1990;

Mc Evoy, 1981). Seha dicho que la expansiónde la masade células13 en la rata

postnatalsedebea un aumentodel númerode células(hiperpíasia)y a un aumento

del tamañode estas(hipertrofia) (Swenney cols, 1992);aunquenuestrosresultados

no nos permitenestablecerla importanciadecadauno de estosfactorespodemos

suponerque uno y otro estánimplicados. Además,la replicación, crecimientoy

desarrollode las células 13 de las ratascontrol muestraqueel islote tieneunagran

plasticidady seadaptaavariacionesen la demandafuncional duranteel desarrollo

(Hellerstróm,1977).

Es de destacarel aumentoexperimentadoen el porcentajey masadecélulas

B el día 4 de vida (Tabla ‘7). Varios autoreshan mostradoque, Tatasneonatales

hechasdiabéticasel día de nacimientorecuperansu función normalen la primera
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semanade vida (Portha y cols., 1974; Canteysy cols, 1981). Este espontáneo

procesoderecuperaciónsecaracterizópor la reaparicióndecélulasB (Bonner-Weir

y cols., 1981).Diversosestudios(Cantenytsy cols., 1981) indicanqueesteaumento

enla formaciónde nuevosislotesquetienelugaralrededordel día4 devida sedebe

a la multiplicación y diferenciaciónde células precursorasno diferenciadasdel

epitelio ductal. Breanty cols. (1992) han reveladoen el interior de ciertascélulas

endocrinas,presentestresdíasdespuésde la inducciónde unadiabetes,la existencia

de dos tipos de gránulos, de insulina y glucagón. Estascélulas llamadasPEPS

(Polymorphic Endocrine Pancreaticcelí subtype) están consideradascomo los

intermediariosendocrinospluripotencialesque participan en la regeneraciónde

célulasB (Breanty cols., 1992). Por tanto, esteaumentoencontradoen la masade

células13 esdebidoa la neoformaciónde células13 y se correspondeconel aumento

encontradoen el contenidode insulina pancreáticaen el mismo díadevida.

Como se muestra en la Tabla 7, las ratas subnutridasde 4 dias de vida

presentaronun porcentajey masade células B (medidapor planimetríaelectrónica

con la ayudade un sistemade análisisde imagenBIOCOM) inferior queel de los

controlesde la mismaedad.Mientrasquelas ratascontrolesaumentaronen un 80%

su masadesdela etapafetal, las subnutridasquepartiande unamasamayor sólo

aumentaronen un 30%. Estosresultadosindicanquela subnutricióndelos neonatos

inhibeen ciertamedidala regeneraciónespontáneade células B quetiene lugar el

día4 devida.

Los factores que afectanla proliferación de las células endotelialesson

complejosy han sido pocoestudiados.Seha dicho que la insulina es un factor de

crecimientoparalascélulasendoteliales(Bar, 1982)y las ratassubnutridasde 4 días

de vida muestranuna disminucióndeestahormonaen sangreconrespectoalas ratas
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control. Otros factoresque hansido implicadosen la regeneracióny proliferación

de célulasendotelialesson los factoresde crecimientosimilaresa la insulina(IGFs)

(Bar y cols., 1986)y éstossehanencontradodisminuidosen la subnutrición(Rivero

y cols., 1993; Prewitt y cols., 1982; Rivero, 1994).

Por tanto, la subnutriciónva apodercrearun mal balancede los factoresde

crecimientoimplicadosen la proliferacióny maduracióndelascélulasB (GH, lOEs,

EGE,PDGF, insulina),lo quevaallevar al menoraumentode la masay porcentaje

de célulasB encontradoen las ratassubnutridasde 4 díasdevida.

A los 70 días de vida, el porcentajede células B de ambaspoblaciones,

control y subnutrida, fue similar (Tabla 7) y los cortes histológicos fueron

indistinguibles(Fig. 22). No obstante,debidoal menortamañodel páncreasde las

ratassubnutridas,la masadecélulasB seencontrósignificativamentedisminuidaen

la subnutrición.Swenney cols. (1992) encontrarontambién una reducciónde la

masa de células IB, en la edad adulta, despuésde un periodo de subnutrición

proteico-energética;disminuciónquecontinuó incluso despuesde la rehabilitación

nutricionalde los animales.

Seha sugeridoquela subnutriciónproteico-energéticainhibe la replicación

y produceatrofia de las célulasB (Swenney cols, 1992), aunquetambiense ha

encontradohipertrofiao no cambios(Wachsteiny Meisel, 1954). La atrofia de las

células B pareceser un rasgo típico de la deficienciaproteicamientrasquesi la

restricciónes sólo calórica seha descritoque no hay disminuciónen la relación

masade célulasB/pesocorporal (Ashworth y cols., 1952).

A la vista de los resultados,podemosdecir que la subnutrición tiene un

efecto directo sobre la célula B disminuyendosu capacidadde regeneracióny

proliferación(a los 4 díasde vida) y su capacidadde crecimientoy replicación(a
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los 70 díasde vida). Las alteracionesmorfológicase histológicasque tienenlugar

en la subnutrición: reducciónde la masatotal de células 13, puedenser en parte

responsablesde las alteraciones funcionales encontradas.Sin embargo, estas

modificaciones no son del todo suficientes para explicar la severidaden la

disminuciónde la respuestainsulino-secretora.
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4.4. ESTUDIO, EN PERIODO ADULTO, DE LAS CONSECUENCIAS DE

SUIBNUTRIR DURANTE EL DESARROLLO SOBRE LA SECRECION DE

INSULINA.

Recientemente,Hales y Barker (1992) han propuestouna provocativa

hipótesisque ya fue enunciadaen 1962 por Neal (1962): “una nutrición deficiente

en la etapafetal y postnatales negativaparael desarrolloy la funciónde lascélulas

13 de los islotesde Langerhans.Estedefectode la estructuray función,quepuede

incluir rasgosde la anatomíade los islotes tales como la vascularizacióny la

inervación,predisponeal desarrolloposteriorde una intoleranciaa la glucosay al

posibledesarrollode diabetes”.La basede esta hipótesises la noción de que la

funciónde las células13 estádisminuidacomoresultadodeuna malnutricióndurante

el periodocrítico de desarrollode los islotesen la etapaperinatal.

Esta hipótesisha sido criticadapor Waldháusly Fasching(1993) y Dowse

y cols. (1993)quehanenfatizadoque laspoblacionesconmayorsusceptibilidadpara

desarrollardiabetesson aquellasquetienen aumentadala función de las células B;

además,según estos autores, el aumento de los niveles de insulina, y no la

disminución,es lo quepuedellevar al desarrollode unaintoleranciao la diabetes.

Por otro lado, tambiénestáhipótesisseve apoyada,al menosen parte,por

algunosdatosexperimentales.Hoet y cols. (1992)mostraronque la administración

de unadietabajaen proteínasdurantela etapagestanteproducíaalteracionesen los

fetosatérmino sobrealgunosparámetrosmetabólicos(Snoecky cols., 1990)queno

se recuperabannormalmentecon la realimentaciónde los animales(Darhi y cols.,

1991); másrecientemente,un estudioepidemiológicode Phippsy cols. (1993) ha

mostradola existenciade unaasociaciónentremenorpesoal nacimientoy desarrollo

de intoleranciaa la glucosaen la edadadulta.
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Estosresultados,junto con lasobservacionesdeDórnery Plagemann(1992)

que sugierenque un ligero impedimentode la toleranciaa la glucosadurantela

gestaciónesun importantefactorde riesgoparael desarrollode susceptibilidada la

diabetes, nos llevaron a estudiar el efecto que sobre la secreción de insulina

provocabasubnutriren etapasde desarrollocomosonla gestacióny la lactancia.

4.4.1.Estudiode la secreciónde insulinaen ratasde70 díasde vidasubnutridas

enetapasde desarrollo.

Hemosvisto hastaahoracomo subnutrir a la madregestanteen el último

terciode la gestaciónafectabala estructuray función del páncreasendocrinode los

fetos. A los 21 díasde gestaciónseproduceun aumentoen la masade células B,

un aumentode la insulinacirculantey en páncreasy un aumentodela secreciónde

insulina ita vitro en respuestaa la glucosay los aminoácidos.Si estosanimalesse

siguensubnutriendohastala edadadulta,los nivelesdeinsulinacirculantesaparecen

disminuidosen presenciade nivelesde glucosanormalesy la respuestasecretoraira

vivo e in vfrro seencuentradisminuida.

La preguntaquesurgea la vistade estosresultadoses si esteefectonegativo

de la subnutricióna largoplazo aparecetambiénsi la restricciónse limita sóloa los

periodosclavesdel desarrollo,como son la gestacióny la lactancia,o si realmente

sedebeal hechode subnutrirdurantetodo el periodode estudio.

Para comprobar si la subnutrición en estas etapasprovocabaun daño

permanentede la función y estructurade las células B quepudierapredisponeral

desarrollodeintoleranciaa la glucosaen la edadadulta,estudiamosdospoblaciones

de animales subnutridos:a) el grupo F que fue subnutridosólo durantela última

semanade la gestacióny posteriormenterealimentadohastalos 70 díasde vida y b)
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el grupo F+L que fue subnutridodurantela última semanade gestacióny durante

la lactanciay posteriormenterealimentadohastalos 70 díasde vida.

Como se mostróen la Fig 23, el pesocorporal a los 70 díasde vida se

encontródisminuidoen las ratasque fueron subnutridasdurantelas etapasfetal y

lactantey no aparecióalteradoen las ratassubnutridasen la etapafetal. En ninguna

de las dospoblacionesseencontróalteradani la glucemiani el contenidodeinsulina

en plasmay páncreas(Tabla 8). Dahri y cols. (1991) encontraronlos mismos

resultadosen su modelo de subnutrición proteicacomenzadadesdeel día 1 de

gestación; cuando realimentaron a los animales, a partir del nacimiento,

progresivamentefueronrecuperandolos nivelesde glucemiae insulinemiaparaser

igualesque los controlesa los 70 díasde vida.

El test de tolerancia a la glucosa mostró como las dos poblacionesde

animalessubnutridaspresentaronunacurva de glucemiasuperior al de las ratas

control; no obstante,el valor de las respuestasintegradasde glucosa no fueron

significativamentedistintas (Fig. 24) lo que pone de manifiestoque en las dos

condicionesde subnutriciónlas rataspresentanla mismatoleranciaa la glucosaque

lascontroles.La respuestasecretorade insulina fue igual para las trespoblaciones

consideradas:F, F+L y control (Fig. 25); la comprobaciónira vitro mostróque los

islotesde ambaspoblacionesde animalessubnutridosrespondiande forma normal

a los distintossecretagogos,si bien presentaronunadisminucióndel contenidode

insulinade los islotes(Fig. 26).

Aunque se ha puestode manifiestola importanciaquesubnutriren etapas

tempranasde desarrollopuedetener sobrela funcionalidadde las célulasIB <Hales

y Barker, 1992),estosresultadosparecenindicarque apesarde la subnutrición,una

vez se realimentaa los animales,éstosson capacesde recuperarseen cuantoa la
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secreciónde insulina. Rasschaerty cols. (1995) subnutriendoa animalesdurante

toda la gestacióny realimentándolosdesdeel nacimientohastala edadadultano

encontraronalteracionesen el contenidode insulinay proteínasde los islotes,ni en

la concentraciónde insulinaen plasma,ni en la liberaciónde la hormonaita vio-o ni

en las actividadesenzimáticasde los islotes; si que sepuso de manifiesto,en este

modelo, una intolerancia a la glucosa que fue interpretadacomo un estado

prediabéticocausadopor la subnutricióndurantela gestación(Dahri y cols., 1991).

La diferenciacon nuestromodelo de subnutriciónpodemosencontrarlaen que la

restricciónen éstoses sólo proteicay quese comenzódesdeel día 1 de gestación.

Probablemente,los efectosde subnutrirdesdeel principio de la gestación,cuando

se producela embriogénesisy morfogénesissean mayoresque los obtenidosal

subnutriren la última etapade la gestacióndondeseproduceel crecimientode las

estructurasformadasen la primeraetapa;de hecho,nuestrosfetos de 21 días de

gestaciónno mostraronlas alteracionestan gravesencontradasen el modelo de

Snoecky cols. (1990) quesubnutrendurantetoda la gestación.

Estaaparenterecuperaciónde las ratassubnutridaspuededebersea la gran

capacidadde las células B para crecer en la vida postnatal (Bunnag, 1966;

Hellerstróny Swenne,1985), capacidadqueseha mostradodisminuyecon la edad

(Portha,1990). Cantenysy cols. (1981) mostraronla regeneraciónde célulasB en

el páncreasde ratas neonatalesseguidode una destrucciónde estascélulas por

estreptozotocina.Swenney cols. (1992) mostraroncómo el volumende célulasB

serecuperabacuandoa las ratassubnutridasse las realimenta,aunquela masatotal

seencuentredisminuidapor el menorpesopancreático.Sepuedepensar,quecuando

sedejadesubnutrira los animales,todavíatienencapacidadparaaumentarsumasa

de célulasB de forma quea los 70 díasde vida no muestrande forma espontánea
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una intolerancia a la glucosa. No obstante,al igual que hemosencontradouna

disminución del contenidode insulina de los islotes, queno pareceafectar a su

capacidadsecretora,no se puededescartarque, de algunaforma, la masatotal de

célulasB estédisminuiday en momentoslímites de demandainsulínica,estasratas

quizáspresentenunatoleranciaa la glucosadecrecida.
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4.5. ESTUDIO DE LAS CONSECUENCIAS DE CUATRO SEMANAS DE

SUBNUTRICION, EN PERIODO ADULTO, SOBRE LA SECRECION DE

INSULINA.

4.5.1.Característicasgeneralesdelasratassubnutridasdurantecuatrosemanas

en etapaadulta.

Las ratas subnutridassegúneste modelo, fueron alimentadas<4 llbitum

durantelas etapasfetal y lactantey hastalos 28 días de vida, momentoen el que

empezaronarecibir sóloel 35% de lo queconsumendiariamentelas ratascontroles.

Este hecho provocó que las ratas subnutridasno crecierande forma adecuada

durantelas cuatrosemanasqueduró la restricción(Fig. 27). Se confirmanasí los

estudiospreviosquehablanmostradoun completocesede crecimientode las ratas

jovenessometidasa una dieta deficiente en proteínaso disminuidaen cantidad

(Wenderlichy cols., 1979; Levine y cols., 1983; Swenney cols., 1987; Cracey

cols., 1991). Creemos,quecomoconsecuencia,quizá del decrecimientode IGFs

(somatomedinas)queseproducepor la subnutrición(Rivero y cols, 1994; Thissen

y cols., 1994).

Aunqueen estaetapalos requerimientosde la dieta son menoresqueen las

etapasfetal y lactante,Buchanam(1984)ya mostróqueunadefiencianutricionalen

este periodo origina retrasosimportantesen el crecimiento. Se ha descrito que

durantela malnutriciónproteico-energéticase inhibe tanto la replicacióncomo el

crecimientoen talla de las células (Cheek, 1985) y seproduceuna reducción del

indice proteínas/DNA en muchos tejidos (Cheek y cols., 1970). Cuando se

realimentaa los animalessubnutridos,el crecimientose recupera,perono siempre

sealcanzael pesocorporalnormal y muchostejidos no muestranuna talla celular

adecuada(Cheeky cols, 1970; Swenney cols, 1987).
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Como era de esperar,la subnutrición de las ratasjovenesdurantecuatro

semanasafectó tambiéna la síntesis y secreciónde insulina; ambosprocesoses

sabidoqueestánreguladospor la ingestade comida(Edozieny cols., 1978). Como

seobservaenla Tabla 10, losvaloresdeinsulinaplasmáticaaparecierondisminuidos

despuésdedos semanasderestricciónenlas ratassubautridas.Al principio, la calda

de lainsulinemiavaacompañadadeun contenidopancreáticodela hormonanormal,

lo queindicaunaalteracióndela secreciónde insulina sin queaparentementeexista

un defectoen la síntesisde la hormona;no obstante,apartirde la tercerasemanael

contenidode insulina en el páncreasde las ratas subnutridasse mostró de igual

forma disminuido. Varios autoreshan encontradotambiénun menorcontenidode

insulinapancreáticaen la subnutrición(Clayssens,1990), si bien, en algunoscasos,

esta disminución no fue acompañadade una insulinemia inferior (Anthony y

Faloona,1974; Khardoryy cols., 1980). En nuestrocaso,losanimalessubnutridos

parecierontener afectadaal final de la subnutrición tanto la síntesis como la

secreción de la hormona. Al igual que lo encontradoen el caso de las ratas

subnutridasdesdela etapafetal hastala edadadulta, las subnutriciónentrela
4a y

8a semanade vida provocóunadisminuciónde la insulina circulante,lo quepuso

demanifiestounaposiblealteraciónfuncional de la célula IB pancreática;esteúltimo

aspectoserádiscutidoa continuación.

4.5.2.Secreciónde insulina ja vivo enratassubnutridasdurantecuatrosemanas

en la edadadulta.

Cuandoserealizaronpruebasde toleranciaala glucosa,las ratassubnutridas

mostraronuna glucemiasuperior a la de las ratas control a diez minutosde la

sobrecargadel azucar, con lo que la respuestaintegradade glucosaresultó estar
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aumentadaen los animalessubnutridos(Fig. 28). No obstante,la diferenciadeeste

parámetro,con respectoal valor control, es menor quelo quesueleproducirseen

un estadode manifiestaintolerancia,comoen unadiabetesbien definida (Kergoat

y cols., 1985). Estehecho,junto conla observaciónde lasglucemiasen el restode

los puntospermiteconcluir que la intoleranciaquepresentanlas ratassubnutridas

esde gradomedio-moderado(Rodríguez,1990).El análisisdela insulina(Fig. 29)

tras la sobrecargade glucosa,pusoclaramentede manifiestoquela hiperglucemia

ocasionadapor estano inducela adecuadarespuestade secrecióninsulinica en las

ratassubnutridas;el estímulosobrela secreciónde insulina fue mínimoo nulo, en

estosanimales,comparadocon el pico manifiestoobtenidoen suscontroles.Estos

resultadosponenmásde manifiestola existenciade unaalteraciónfuncional de las

célulasB (Weinkowey cols., 1976; Younoszaiy Dixit, 1980;Levine y cols., 1983;

Swenney cols, 1987).

Durantela malnutriciónproteico-calórica,la masade los islotes (Weinkowe

y cols, 1977) y la ta.lla de célulasB (Platt y Stewart, 1967) se reduceny es posible

que el páncreasendocrinono pueda manteneruna adecuadarespuestainsulino-

secretoraa la glucosa.No obstante,los estudiosde recuperaciónnutricional de las

ratassubnutridasrealizadospor Swenney cols. (1987) muestranla habilidadde las

célulasIB pararecuperarsu respuestainsulino-secretoracuandose realimentaa los

animales; si bien, no llegan a alcanzarel valor control. Además, como ya se

comentó,la reducciónde la masadecélulasB quetienelugaren la subnutriciónno

es suficientepara explicar la total ausenciade respuestasecretoraa la glucosa

encontrada(Swenney cols., 1992). Todo ello sugierela existenciade un dañoen

el mecanismosecretorde la célulaB másque unadestrucciónirreversiblede éstas.

Es de destacar,queaunquela toleranciaa la glucosaestuvoimpedida, los
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niveles de la hexosa bajaron rápidamentea partir de los diez minutos de la

sobrecargaa pesarde la respuestatan disminuidade secreciónde insulina. Esta

observaciónpodría sugerir un aumento de la utilización del azucar y de la

sensibilidada la insulina, hecho queha sido sugeridotambienpor otros autores

(Okitolonday cols., 1988; Swenney cols., 1988; Okitolonday cols., 1987; Swenne

y cols., 1987). Recordemos, además, que nuestro modelo de subnutrición

comenzadodesdela etapafetal tambiénprovocóen edadadultaun incrementoen la

utilizaciónperiférica de glucosay en la sensibilidada la insulina (Escriváy cols.,

1992).Todosestosresultadosapoyanquela alteraciónde la toleranciaa la glucosa

durantela malnutriciónproteico-energéticapareceproducirsepor unadeficienciaen

la secreciónde insulina.

4.5.3.Estudiode la secreciónde insulina ita vila’ en ratasadultassubliutridas

durantecuatrosemanas.

Acabamosde mostrarcomolos animalessubnutridosentrela 42 y 82 semana

de vida presentanuna intolerancia a la glucosa acompañadade una marcada

disminuciónde la secreciónde insulina. Estadisminuciónde la insulino-secreción

ita vivo fue comprobadaita vio-o aislando islotes de estos animales subnutrido e

incubándolescon glucosa,glucosamásargininay leucina,

Como se muestraen la Fig 30a, el contenidode insulina de los islotes

aisladosse encontródisminuidosignificativamenteen las ratassubnutridasentrela

cuartay octavasemanade vida. Estadisminuciónestá de acuerdo con la menor

concentraciónde la hormonaencontradatanto en plasmacomoen páncreas.En la

Fig. 30b se puede observarcómo la secreciónbasal de insulina (2.8 mM) se

encontró ya disminuidaen las ratas subnutridasy, por supuesto, la respuesta
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insulino-secretoraen todaslascondicionesconsideradas.Lasobservacionesde una

disminución de la secreciónbasalde insulina y unareducidarespuestasecretoraa

la glucosay los aminoácidosen los islotesaisladosponedemanifiestounaalteración

en el funionamientode las células13.

Seha descritoqueel sistemaefectorde secreciónde insulinano seencuentra

alteradopor la subnutrición (Dixit y Sorenson,1987) y, por tanto, la alteración

responsableseencontrarlaantesde la propiaexocitosisde la hormona.Aunquelas

causasposiblesde este defectoen el mecanismosecretorhansido ya discutidosen

el apanado4.3.3.,los resultadosexperimentalesconanimalesdiabéticos(quetienen

igualmenteafectadala secrecióndeinsulina),puedenaportarideassobrelos sucesos

quepuedenestarimplicados en esta alteración.Se ha descritoque la sensibilidad

parala glucosadelos canalesdepotasioligadosa ATP estánimpedidosenlas ratas

diabéticas(Tsuuray cols., 1993), si bien, estasituaciónpuedeser el resultadode

unaproduccióninsuficientede ATP causadopor el impedimentodel metabolismo

de la glucosa más quepor un defecto en los canalesde potasiopor sí mismos

(Porthay cols., 1994).Aunque seha implicado tambiénal transportadorde glucosa

(Unger, 1991),ni estetransporteni la fosforilación del azucarparecendesempeilar

un papel primordialen el impedimentode la secreciónde insulinaen la diabetes.Al

igual que en la subnutrición comenzadadesdela etapa fetal, pareceser que la

disminución de la enzimamitocondrial m-GDR y/o una deficiencia mitocondrial

generalizadaestá subyacenteen los modelosexperimentalede diabetes(Giroix y

cols., 1993). En resumen, la idea más sustentadaes que el impedimentode la

liberación de insulina en los modelosde diabetesexperimentalestá claramente

relacionadocon un defecto en la glucolisis oxidativa. Ello conduce a una

disminución del catabolismomitocondrial oxidativo del piruvato derivado de la
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glucolisis, se produceuna disminución del índice ATP/ADP y una consecuente

alteraciónde los sucesosiónicos acopladosal metabolismode la glucosaen la célula

13, como la disminuciónde la conductanciaparael potasio (Porthay cols., 1994).

Por paralelismoconlo anteriormenteexpuesto,los resultadosobtenidosen

los modelos animalesde subnutrición nos hacen pensarque la alteración en la

secreción de insulina provocadapor la subnutrición puede, en cierto sentido,

evolucionar de forma similar a lo descrito para los animales diabéticos. Sin

embargo,la investigaciónde dichosmecanismosen los animalessubnutridosqueda

pendienteparainvestigacionesfuturas.

Por último, es de destacarque si secomparanlos resultadosde las ratas

subnutridassólo en etapaadultacon los obtenidosen las que fueron subnutridas

desdela etapafetal, sepuedeobservarquela respuestasecretoratanto ita vivo como

ita vitro seencuentramuchomásafectadaen aquellas.Parecequeel efectonegativo

de la subnutrición sobre la secreción de insulina fuese más acusadocuandola

subnutriciónse realizaentrela cuartay octavasemanade vida. La explicaciónla

podemosencontraren la adaptaciónala subnutriciónque experimentanlas ratasque

han sido subnutridasdesdela etapafetal. Dollet y cols. (1985)ya distinguieronlos

efectosde la subnutriciónacortoy largoplazo,indicandoquedespuésdeun periodo

largo de restricción proteico-energéticase produce una estabilización de las

hormonasreguladorascomoconsecuenciadeunaadaptaciónprogresivadelpáncreas.

Hechoqueha sido demostradoen nuestrasratasadultassubnutridasdesdela etapa

fetal.
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4.6 EFECTO DE LA SUBNUTRICION SOBRE LOS NIVELES DE

TRANSPORTADORES DE GLUCOSA. ESTUDIO EN MADRES, FETOS Y

EN RATAS ADULTAS.

4.6.1.Efectode la subnutriciónsobreel transportadorde glucosaGLUT-2.

La principal anomalíade las células 13 encontradaen la subnutriciónes la

disminucióndela secrecióndeinsulina(Cracey cols., 1991; Swenney cols., 1987).

Debido aquela respuestainsulino-secretoraa la glucosa,principal estimuladorde

la secrecióninsulínica, dependede la captacióndel azúcary de su metabolismoen

la célula B (Meglasson y cols., 1986), parece interesanteconsiderar si el

transportadorde glucosapuedeestarafectadopor la subnutrición.El transportea

través de la membranaplasmáticade la célulaB ocurrepor difusión facilitadapor

medio de la proteínadenominada<JLUT-2. Funcionalmente,difiere de otros

transportadoresde glucosapor presentarunabajaafinidadpor la misma (Km =

l7mM) acompañadade unaalta capacidadpara su transpone(Vmáx.) (Johnsony

cols., 1990).

Esteestudiotienemásinteréspor atribuirseun papelclavea la expresiónde

GLUT-2 en la activaciónpor la glucosaquetiene lugar en las célulasB, previo a

la secrecióndeinsulina(Unger, 1991;Thorens,1992).Más aún, seha sugeridoque

la mala respuestasecretoraa la glucosa,en distintos modelosde diabetes,puede

estarcorrelacionadacon unareducidaexpresióndel transportadorespecificode las

célulasB (GLUT-2) (Johnsony cols., 1990; Orci y cols., 1990; Thorensy cols.,

1990; Thorensy cols., 1992).

No obstante,en un primer intento de cuantificar la cantidad de proteína

GLUT-2, hemosencontradoqueno pareceexistirunadisminuciónmuy acusadadel

transportadoren las ratas subnutridasfrente a las controles; si bien, hemosde
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mencionaraquí, que los resultadosobtenidos,en cuantoa los nivelesde GLUT-2

y GLUT-1 en los islotesaislados,son preliminaresy necesitaríamosmáscasuística

parapoderobtenerconclusionesdefinitivas.

En cualquiercaso,hayautoresquesugierenquela disminuciónde GLUT-2

delos islotesen las ratasdiabéticasesunaconsecuenciasecundariaaotrasanomalías

metabólicas,másqueunacausade disminuciónde la respuestaa la glucosade las

célulasB (Thorensy cols., 1992; Ohneday cols., 1995). SegúnTal y cols. (1992),

la capacidadde transportede los islotesno cultivadosexcedeen 100 vecesa la de

la glucolisis; por tanto, la influenciadel transportede glucosaen la regulaciónde

la glucolisis es muy pequeño.Esto indica que sólo cambios muy dramáticosdel

transportadorpuedenafectar al metabolismode la glucosay a la liberación de

insulinainducidaporésta.Sehadescrito(Porthay cols., 1988; Malaisse,1992)que

senecesitaríaque la actividad del transponedisminuyera10 vecespara reducir el

metabolismode la glucosalo suficientey perturbarasí la secreciónde insulina

estimuladaporglucosa.Segúnello, aunquela magnitudde las diferenciasquevamos

apoderencontrarno sonsuficientespor sí mismas,probablemente,paraexplicar la

reducciónde la secreciónde insulina mostradaen las ratas subnutridas,de estos

resultadospreliminaressedescartael transportadorde glucosacomo causade la

deficientesecreciónde insulina.

4.6.2.Efectode la subnutrkiónsobreel transportadorde glucosaGLUT-1.

La medida del transportede glucosaen los islotes aisladosha puestode

manifiestoqueaproximadamenteel 80% del transportees llevado a cabopor el

GLUT-2 (Johnsony cols., 19%). El 20% restantede actividadsehaatribuidoa una

proteínacon una afinidad por el análogo no metabolizablede la glucosa,3-O-
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metilglucosa,similar a la descritapara la isoforma de GLUT-1 de eritrocitos.

Aunquese habíaconsideradoqueno sepodíadetectarmRNA deGLUT-l en islotes

no cultivados(l’horens y cols., 1988; Permutty cols., 1989; Tal y cols., 1992),

Yasuda y cols. (1992) detectaron dicho mRNA en islotes aislados frescos y

sugirieronque la actividadtransportadorade bajaKm observadaen los islotesera

debidaa la presenciade GLUT-1. Sulocalizaciónesdesconocida,pero,segúnestos

autores,la gran sensibilidadde las célulasA a la glucosacomparadaconlascélulas

B lleva a pensarquesepuedeexpresaren las célulasA.

Aunque insistimosen quelos resultadosquepresentamos

parecenapuntara que los niveles de GLUT-l se encuentran

respectoa los controles,en lasmadresgestantessubnutridas(Fig.

condicionesde subnutrición consideradasen etapa adulta (Fig.

similareshan sido encontradosen nuestrogrupo (no publicados)

cerebro, tejidos muscularesy tejidos adiposos;

sonpreliminares,

aumentados,con

33) y en todaslas

34). Resultados

en varios tejidos:

en todos ellos, aparecensiempre

niveles mayoresde GLUT-1 en las ratas subnutridas.Se piensaque el GLUT-1

perteneceala familiadelasproteínasdel estrésy que,por tanto, su expresiónpuede

aparecerduranteel estréscelular. Los nivelesde GLUT-1 aumentanen las células

B cuandosecultivan los islotes (Tal y cols, 1992; Yasuday cols, 1992) y parece

queestainducciónestáprovocadapor el cultivo (Tal y cols, 1992; Wertheimery

cols., 1991). Así, las condicionesde cultivo celular u otros cambiosmetabólicos

puedendesencadenarla inducción de (iLUT-1 en muchostipos celulares (Tal,

Thorensy cols., 1992). En este sentido,y en favor de nuestrosresultados,se ha

descritoqueaunquela mayoríadelas célulashepáticasexpresanGLUT-2, el ayuno

o la diabetes(situacionesambasde estrés)causanunainducciónde la expresiónde

GLUT-1 en célulasqueantesno lo expresaban(Tal y cols., 1992).
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En el casode los fetosde 21 díasde gestaciónno sepudodetectarGLUT-1;

ello quizás seadebidoa quela bajaconcentraciónde proteínasde loshomogenados

de islotesno nospermitió analizarmásde 20~gde proteínaen los experimentosde

Westernblotting (Fig 34). Esta situaciónes similar a lo descritopor otros autores

(Tal y cols., 1992) que no detectaronniveles de GLUT- 1 en islotes adultosno

cultivados.Pensamosquesedebea queemplearon30~g de proteínafrente a los

6Ogg que hemosutilizado en nuestrosexperimentos(excluyendolos fetos). Por

tanto, parala deteccióndel GLUT-l, dadoel carácterminoritario de estaproteína

frente al (LUT-2, deberequerirseel análisis de cantidadesmás importantesde

muestra.
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5.- CONCLUSIONES

1.- De los estudiosrealizadosen ratasgestantesquehansido subnutridasen los

distintos tercios de la gestaciónse concluyeque los mayoresefectoscon

respectoa la secreciónde insulinaparecenproducirsecuandosesubnutreen

el último tercio; no existiendo, además,diferencias entre comenzar la

restricciónel día 14 ó el día 16 de gestación.

2.- La subnutriciónduranteel último terciode la gestaciónprovocaen la madre

gestanteuna intoleranciaa la glucosaacompañadade una disminuciónde la

secrecióndeinsulinaita vivo. Sin embargo,el estudiode la respuestainsulino-

secretorain vio-o no revela la existenciade un defectoen los mecanismos

secretoresde las célulasB. Estehecho sugierela intervenciónde factoreso

desequilibrios ita vivo como causasposibles que inhiben en las madres

gestantessubnutridasla normalrespuestasecretora.Ello formapartesin duda

del conocidoestadode resistenciaa la insulinaen las gestantes.

3.- Los fetosprocedentesde madresquehan sido subnutridasdurantela última

etapade la gestaciónpresentana los 21 días un aumentodel contenidode

insulinaenplasmay páncreas,unamayorrespuestainsulino-secretoraita vitro

y un mayor porcentaje y masa de células B. Todo ello indica que la

subnutriciónde la madreduranteel último tercio de la gestaciónprovocaen

susfetos de 21 díasun aumentodel desarrolloy funcionalidadde las células

13. Fenómenoqueseparecea lo queocurreen fetos de madresdiabéticas.
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4.- Cuandose subnutrea los animalesdesdela etapafetal hastalos 70 díasde

vida, seproduceun retrasoen el crecimientoy, en consecuencia,un menor

pesodecuerpoy depáncreas.A partir del nacimiento,y hastala edadadulta,

la concentraciónplasmáticade insulina es más baja en los animales

subnutridossin que exista variación en cuanto a la concentraciónde la

hormonaen el páncreas.Estoshechosindican quelos animalessubnutridos

muestranuna deficienciaen la capacidadinsulino-secretorasin queparezca

existir ningunaperturbaciónen la síntesis de la hormona. Además, esta

alteraciónen la respuestasecretorano seencuentraen la etapafetal por lo

quepareceestablecerseconposterioridadal nacimiento.

5.- El estudioita vitro de la respuestainsulino-secretoraa los 70 díasde vida de

los animalessubnutridosdesdela etapafetal hastala edadadulta revelóla

existenciade un defectoen los propios mecanismossecretores.Aunque la

subnutriciónprovocóunadisminucióndela masadecélulasB en losanimales

a los70 díasde vida, estasituaciónno es del todo suficienteparaexplicarla

severidadencontradaen la disminuciónde la respuestainsulino-secretora.

6.- Los animalesque fueron subnutridossólo en etapafetal y posteriormente

realimentadoso bien en etapafetal y lactantey posteriormenterealimentados,

no mostrarona los 70 díasde vida ningunaalteración en la respuesta

insulino—secretoraita vivo ni ita vitro. Estos resultadosparecenindicar quea

pesarde la subnutrición,una vez que se realimentaa los animales,éstos

parecenrecuperarseen cuantoa la secreciónde insulina. Las alteraciones

encontradasen animalesadultos,cuandola subnutriciónsecontinúadesdela
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etapafetal hastalos 70 díasde vida, parecendebersea una adaptacióny

alteración funcional y no a un mal desarrollodel páncreasproducido en

etapasinmaduras.

7.- La subnutrición de los animalesdurantecuatro semanasen edad adulta

provocaunadisminucióndel contenidode insulinaen plasmay páncreasy

de la respuestainsulino-secretoraita vivo e ita vitro. Estosresultadosparecen

apoyarmásla conclusiónde que las perturbacionesencontradasen las ratas

subnutridas,desdela etapafetal hastala edadadulta,son consecuenciade una

adaptaciónfuncional a la falta directa de nutrientes y no a un daño

permanenteprovocadoen etapasde inmadurez.Además,el efectonegativo

de la subnutriciónsobrela secreciónde insulina es másacusadocuandose

subnutredurantecuatrosemanasquecuandosesubnutredesdela etapafetal

hastala edadadulta.Esto pareceindicar quedespuésde un periodolargo de

subnutrición proteico-energéticala alteración funcional con respectoa la

secreciónde insulina seamortiguay estabilizapor adaptacióndel páncreas

a la falta de nutrientes.

8.- La determinaciónde los nivelesdel transportadorde glucosaen los islotes

aisladosde los animalescontrolesy subnutridos,indicanquela reducciónen

la secreciónde insulinamostradapor las ratassubnutridasno parecedeberse

aunadisminucióndel transportadorde glucosaespecíficode las célulasIB:

(3LUT-2. Seconcluye,por tanto, quelas causasposiblesde la alteraciónen

la respuestainsulino-secretorase encuentranen unaperturbaciónen alguna

etapadel metabolismode la glucosa.
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De manera global, del estudio realizado sobre las repercusionesen la

secreción de insulina de la subnutrición, comenzadaen etapas inmaduras, se

estableceel último terciode la gestacióncomoetapaclavea considerar.

Por otraparte, las alteracionesen la secrecióndeinsulinadeanimalesadultos

subnutridosdesde el periodo fetal, muestran que no parecen debersea una

consecuenciaprovocadapor un mal desarrollodel páncreassino a unaadaptación

funcional a la falta de nutrientes.Experimentospreliminaresparecendescartaral

transportadorde glucosade los islotesde Langerhanscomo causade la alteración,

por ello, los mecanismospor los cuales se producedicha adaptaciónfuncional

quedanabiertosa investigacionesfuturas.
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