ANALES DE LA REAL ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA

ISSN (Online) 1697-4298

ana esran‘.com

Role of glucose-dependent insulinotropic peptide in the nutritional

programming of metabolic syndrome

Title in Spanish: Papel del péptido insulinotrépico dependiente de glucosa en la programacién nutricional del

sindrome metabdlico

Juan de Toro Martin'*, Elisa Fernandez Millan?®, Esther Lizarraga Mollinedo?, Fernando Escriva

Pons?®, Carmen Alvarez Escola®®

YInstitut sur la Nutrition et les Aliments Fonctionnels (INAF), Université Laval. 2Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular 11, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid. *Centro de Investigacién Biomédica en Red de
Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas (CIBERDEM).

ABSTRACT: Early nutritional restriction has been
associated with increased incidence of metabolic
syndrome-associated  pathologies in  adulthood.
However, the underlying mechanisms that determine the
development of these diseases are not yet fully known.
In the present work, we explored the relevance of
glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP? in
the development of these pathologies in a model of
Wistar rats. Two groups of dams were fed ad libitum (C)
or food-restricted (U) during pregnancy and suckling. At
that time, rats were refed a high-fat diet (HFD; CHF and
UHF) for 22 weeks. Both male and female UHF rats
showed an obese phenotype characterized by
hyperphagia, visceral fat accumulation and adipocyte
hypertrophy, which was more pronounced than in CHF
rats. Oral glucose tolerance tests showed that female
UHF rats experienced glucose intolerance, insulin
h)QJersecretion and an exacerbated GIP secretion.
Administration of the GIP receptor antagonist,
(Pro3)GIP, to UHF female rats markedly reduced
visceral fat mass and adipocyte hypertrophy, and these
changes were accompanied by improvement of glucose
tolerance and insulin sensitivity. In conclusion, the
exacerbated production and secretion of GIP seems to
represent the stimulus for insulin hypersecretion and
insulin resistance shown by UHF female rats, suggesting
that GIP may play a critical role in the development of
metabolic isturbances  related to  nutritional
rehabilitation.
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RESUMEN: La restriccién nutricional precoz ha sido
asociada con una mayor incidencia de patologias
relacionadas con el sindrome metabdlico durante la edad
adulta. Sin embargo, los mecanismos subyacentes que
determinan el desarrollo de dichas patologias ain no se
conocen en su totalidad. En el presente trabajo, se
analizo el papel del péptido insulinotrépico dependiente
de glucosa (GIP) en el desarrollo dichas patologias en
un modelo de rata Wistar. Las ratas gestantes fueron
alimentadas ad libitum (C) o sometidas a restriccion
nutricional (S) durante el embarazo y la lactancia, al
final de la cual las crias fueron realimentadas con dieta
grasa (CR, SR) durante 22 semanas. Tanto los machos
como las hembras SR mostraron un fenotipo
obesogénico caracterizado por hiperfagia, acumulacion
de grasa visceral e hipertrofia adipocitaria, de manera
mas pronunciada que la poblacion CR. Los test de
tolerancia oral a la glucosa mostraron que las hembras
SR experimentaron intolerancia a la glucosa e
hipersecrecion de insulina y GIP. La administracién del
anta%onista del receptor de GIP, (Pro3)GIP, a las
hembras SR dio lugar a una significativa reduccion del
tejido adiposo y del tamafio adipocitario, junto a una
mejora de la tolerancia a la glucosa y de la sensibilidad a
la insulina. En conclusion, la exacerbada secrecion de
GIP parece representar el estimulo para la
hipersecrecion de insulina y el desarrollo de resistencia
a la misma en las hembras SR, lo que sugiere que GIP
jugaria un papel esencial en el desarrollo de alteraciones
metabolicas asociadas a la rehabilitacion nutricional.
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1. INTRODUCCION

La restriccion nutricional durante etapas criticas del
desarrollo ha sido asociada al desarrollo de patologias
relacionadas con el sindrome metab6lico durante la edad
adulta, como la obesidad y la diabetes tipo 2. Esta relacion
ha sido previamente puesta de manifiesto en diferentes
estudios epidemiolégicos en humanos (1,2), asi como en
modelos de experimentacion animal (3,4). Asimismo, se
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ha descrito que una realimentacién con dieta grasa induce
un empeoramiento del perfil lipidico, asi como un
deterioro de la homeostasis glucidica, de manera mas
acusada en individuos sometidos a restriccion nutricional
precoz que en aquellos no sometidos a ningun tipo de
restriccion nutricional durante etapas del desarrollo (5).
Sin embargo, los mecanismos subyacentes que determinan
la aparicién de dichas patologias alin no se conocen en su
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totalidad. En este sentido, aun son escasos los estudios
encaminados a dilucidar el papel del eje entero-insular en
la regulacién de la homeostasis glucidica y nutricional, asi
como en las adaptaciones metabdlicas que tienen lugar
durante la rehabilitacion nutricional.

El eje entero-insular representa una red de
comunicaciones neuronales, endocrinas y nutricionales
entre el tracto gastrointestinal y pancreas endocrino. Entre
los péptidos secretados desde el epitelio intestinal se
encuentra el denominado péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP), secretado por las células K
en respuesta a la ingesta de nutrientes (6), principalmente
glucosa y grasas (7), y capaz de incrementar la secrecion
de insulina estimulada por glucosa (8). Este efecto,
conocido como efecto incretina, se basa en el hecho de que
una administracion oral de glucosa es capaz de inducir un
incremento mucho mayor (entre un 50 y un 70%) de los
niveles plasmaticos de insulina en comparacién con la
misma cantidad de glucosa administrada por via
intravenosa (9,10), debido a la activacion del receptor de
GIP en las células B pancredticas, estimulando finalmente
la exocitosis de los granulos de insulina (11). Ademas de
potenciar la secrecién de insulina en humanos y roedores,
GIP estimula la biosintesis de insulina, induciendo la
expresion del gen de proinsulina, y la expresion de las
proteinas implicadas en la deteccién de glucosa por la
célula B, como el transportador de glucosa GLUT-1 y la
hexoquinasa 1 (12). Asimismo, estudios en ratones con
una delecidn especifica del receptor de GIP en los islotes
pancreéticos han puesto de manifiesto la capacidad de GIP
para estimular la proliferacion e inhibir la apoptosis de las
células B (13).

A nivel extrapancredtico, las acciones mas relevantes
de GIP tienen lugar en el tejido adiposo, promoviendo
diferentes procesos anab6licos como la sintesis de acidos
grasos, la lipogénesis mediada por insulina, la sintesis de
la lipoproteina lipasa (LPL) y reduciendo la lipolisis
mediada por glucagén (8). Por tanto, GIP tiene un
destacado papel en el metabolismo lipidico y en el
desarrollo de obesidad.

La produccion y secrecion de GIP parece estar
coordinada con el estatus nutricional, ya que se ha
observado que dietas ricas en grasa aumentan el nimero de
células K, asi como la expresién y los niveles circulantes
de GIP (14,15). Asimismo, se ha descrito que la secrecion
de GIP tras una sobrecarga oral de glucosa aumenta si
existe una exposicion previa a una dieta grasa, hecho que
podria contribuir a la hiperinsulinemia que presentan
individuos obesos con resistencia a la insulina (16).
Aungue la sefializacion de GIP en los adipocitos no resulta
esencial en condiciones de sensibilidad normal a la
insulina, si parece ser indispensable en la efectiva
acumulacion de lipidos tras una alimentacion con dieta
grasa (17). En este sentido, el tratamiento farmacolégico
con analogos de GIP da lugar a un aumento de la actividad
LPL y de la acumulacién de triglicéridos en el tejido
adiposo en ratas diabéticas (18). Ademas, ratones con una
delecion especifica del receptor de GIP en el tejido
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adiposo son resistentes al desarrollo de obesidad inducida
por la dieta y exhiben una significativa reduccion en los
niveles circulantes de triglicéridos (19).

La mayor parte de las acciones de GIP han sido puestas
de relevancia mediante estudios farmacologicos, a través
de la administracién exdégena de agonistas de GIP. Sin
embargo, la importancia de la accion endégena de GIP en
el control de la homeostasis de la glucosa no esta del todo
definida. Por tanto, el presente trabajo se llevé a cabo para
dilucidar la posible implicacion de GIP en el desarrollo de
patologias asociadas al sindrome metabolico durante la
edad adulta tras la rehabilitacién nutricional. Dado que los
efectos de la programacién nutricional precoz pueden
permanecer latentes, se utiliz6 un modelo animal de rata
Wistar en el que los animales previamente sometidos a
restriccion nutricional fueron posteriormente
realimentados con dieta grasa tras el destete. Asimismo, se
establecié un analisis comparativo previo en funcién del
sexo sobre el impacto de la rehabilitacion nutricional con
dieta grasa en la homeostasis glucidica.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales de experimentacién

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratas
Wistar que se mantuvieron en condiciones ambientales
controladas de manera automatica (temperatura 25+2 °C,
humedad 50-70% y ciclos de luz-oscuridad de 12 h) y
tuvieron libre acceso al agua de bebida. La reproduccion
de las ratas fue controlada para conocer con exactitud la
fecha de inicio de la gestacion y el dia del nacimiento se
procedié a uniformar las camadas en grupos de 8 neonatos.
El final de la lactancia se marco en el dia 23 de vida y, tras
el destete, las ratas fueron dispuestas en grupos de 3-4
animales por jaula. La alimentacion de las ratas se llevo a
cabo con dos tipos de dietas comerciales en forma de
granulado prensado: dieta estdndar (2.9 kcal/g; A04, Safe
Diets) y dieta grasa (4.1 kcal/g; D12451, Research Diets)
(Tabla 1). El alimento fue distribuido ad libitum o
racionado en funcién de la poblacidn experimental. Las
ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion y las
muestras de sangre troncular se recogieron siempre a la
misma hora del dia (10:00 a. m.) en condiciones de ayuno
(16 h). Para la obtencién de suero sanguineo se utilizaron
tubos sin adicion de anticoagulantes, mientras que para la
obtencién de plasma se adicion6 EDTA (2 mg/ml) a los
tubos de recoleccion. La sangre fue centrifugada (6500
rpm, 20 min, 4 °C) y, tanto el suero como el plasma se
conservaron (-20 °C) hasta el momento de su utilizacion.
Las muestras tisulares se fueron conservadas a -80 °C hasta
su posterior utilizacion.

Todos los estudios realizados en este trabajo se
llevaron a cabo de acuerdo a los principios y
procedimientos descritos en la Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (20) y fueron aprobados por el
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad
Complutense de Madrid.
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Tabla 1. Tabla comparativa de la composicion nutricional de las dietas

Dieta estandar Dieta grasa
Ingredientes (g/100g)
Proteinas 16.3 20.3
Lipidos 2.9 20.3
Glucidos 48.2 39.6
Almidén 45 7.3
Sacarosa 3.2 10.0
Maltodextrina - 17.3
Celulosa 4.5 5.0
Mezcla vitaminica y mineral 4.6 5.7
Aporte calérico (% kcal/g)
Proteinas 23 20
Lipidos 9 45
Carbohidratos 68 35

2.2. Modelo de restriccion nutricional-realimentacion

El modelo de intervencién nutricional implantado en
este trabajo estd basado en un modelo de subnutricidn
perinatal previo (21), en el cual la restriccion nutricional
proteico-calérica crénica del 65% se prolonga desde la
tercera semana de gestacion hasta la edad adulta. A partir
de este modelo de restriccion nutricional crénica se aplico
un régimen de realimentacion con dieta grasa tras el
destete. Para ello, tanto la poblacién control (C) como la

subnutrida (S) fueron subdividas de manera aleatoria tras
el destete, dando lugar a dos nuevas poblaciones de ratas
adultas:  control-realimentada (CR) y  subnutrida-
realimentada (SR), las cuales recibieron una dieta grasa ad
libitum durante 22 semanas (Figura 1). Los pardmetros
nutricionales y metabdlicos de los animales fueron
determinados regularmente, y la evolucion del peso
corporal y de la ingesta caldrica fue monitorizada
diariamente.

Figura 1. Vista esquematizada del modelo de restriccion nutricional-realimentacion. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada,

SR: subnutrida-realimentada.

2.3. Técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas

Las muestras hepéticas fueron fijadas en solucion de
Bouin [solucién acuosa saturada de &cido picrico (75%
v/v), formaldehido 37% (20% v/v) y &cido acético glacial
(5% v/v)], mientras que las muestras intestinales y de
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tejido adiposo fueron fijadas en paraformaldehido (4%
p/v). Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en
alcoholes de graduacion creciente y xileno e incluidas en
bloques de parafina (Paraplast Plus, Tyco Healthcare,
Mansfield, EEUU). Los bloques de parafina fueron
cortados con microtomo (RM2125RT, Leica, Wetzlar,
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Alemania) en secciones de 5 um, las cuales fueron fijadas
sobre portaobjetos con calor (37° C). Los cortes fueron
posteriormente desparafinados en xileno y rehidratados
con alcoholes de graduacion decreciente y agua destilada
para llevar a cabo los marcajes histoquimicos e
inmunohistoquimicos correspondientes.

El tamafio de los adipocitos y la presencia de lipidos en
muestras hepéaticas de manera indirecta, se determind
mediante una tincién de hematoxilina/eosina. Para ello, los
cortes histolégicos fueron incubados con hematoxilina de
Harris (Accustain Harris Hematoxylin, Sigma-Aldrich) y
eosina (Eosina Amarillenta 1% DC, Panreac, Castellar del
Vallés, Espafia) durante un tiempo variable (1-2 min) vy,
finalmente, lavados con etanol 70° y agua destilada.

La deteccion inmunohistoquimica de GIP se llevd a
cabo en muestras tisulares de duodeno, donde la presencia
de células K, productoras y secretoras de GIP, es mas
abundante y homogénea. Para ello, se utilizd una técnica
combinada de biotina-avidina (Vectastain Elite ABC Kkit,
Vector). Los cortes histologicos fueron incubados con
anticuerpos primarios frente GIP (24 h, 4 °C) vy, tras varios
lavados con TBS, se incubaron con anticuerpos
secundarios especie-especificos acoplados a biotina (1 h,
temperatura ambiente). Finalmente, las muestras se
pusieron en contacto con una solucién de avidina acoplada
a peroxidasa (30 min, temperatura ambiente). ElI nimero
de células positivas para GIP fue analizado mediante
recuento directo y los resultados se expresaron como
nimero de células por unidad de &rea de epitelio. Las
micrografias fueron realizadas con un microscopio 6ptico
(Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japan) acoplado a una cdmara
digital (XCD-U100CR, Sony, Tokyo, Japan) y fueron
analizadas con el software informético Histolab
(Microvision Instruments, Evry, Francia).

2.4. Test de tolerancia oral a la glucosa

Los test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) se
llevaron a cabo tras la finalizacion de las 22 semanas de
dieta. Para ello, tras 16 horas de ayuno, las ratas recibieron
una dosis oral de glucosa (40% p/v, 2 g/kg) y se recogieron
muestras plasmaticas de la cola de los animales a
diferentes tiempos (0, 10, 30, 60, 90 y 120 min). Con el fin
de evitar la degradacién de GIP, las muestras se recogieron
en tubos con un inhibidor de la enzima dipeptidil
peptidasa-1V (10 pl/ml; DPP-IV inhibitor, Millipore). La
determinacion de la concentracion de insulina y GIP total
se llevé a cabo mediante multiplex y la glucemia fue
determinada en los tiempos anteriormente descritos con un
glucometro (OneTouch Ultra 2, LifeScan, Milpitas,
EEUU). El éarea bajo la curva (AUC) de glucosa fue
calculada aplicando la regla trapezoidal sobre los niveles
de glucemia durante 120 minutos tras la sobrecarga oral de
glucosa. El indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR)
fue calculado con la siguiente formula; HOMA-IR=
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glucosa plasmética (mmol/l) x insulina plasmética
(LU/mI)/22.5.

2.5. Antagonismo farmacolégico de GIP in vivo

Con el objetivo de determinar el papel de GIP en el
desarrollo de un fenotipo obeso-diabético en las hembras
de la poblacion subnutrida y posteriormente realimentada
con dieta grasa (SR), las ratas fueron inyectadas i.p. (25
nmol/kg) con un antagonista de GIP (Pro3(GIP), Europe
GmbH, Karlsruhe, Alemania) durante los Gltimos 21 dias
en dieta. Para llevar a cabo este estudio, un grupo de
hembras SR fue inyectado diariamente (17:00 p. m.) con
Pro3(GIP), mientras que a otro grupo se le administré un
vehiculo salino (NaCl 0.9% p/v). La dosis administrada
fue seleccionada en funcidn de estudios previos (22,23).

2.6. Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media
aritmética de los datos y su error estandar. La significacion
estadistica fue analizada mediante la prueba t de Student,
para comparaciones de dos grupos, y mediante la prueba
ANOVA, para comparaciones de mas de dos grupos. Los
coeficientes de correlacion de Pearson fueron calculados
para determinar interrelaciones entre variables. La
significacion fue considerada siempre que P<0.05. Los
resultados fueron analizados con el software GraphPad
Prism 6 (San Diego, EEUU).

3. RESULTADOS

3.1. Las ratas SR experimentaron hiperfagia, incremento
de la adiposidad e hipertrigliceridemia

Tras el destete, independientemente del sexo o del
estatus nutricional previo, todas las ratas ganaron peso
cuando fueron alimentadas con dieta grasa. Sin embargo,
tras 22 semanas en dieta, el peso de las ratas SR no fue
superior al mostrado por la poblacién CR (Figura 2a,d).

Tanto los machos como las hembras S mostraron un
menor peso corporal respecto a la poblacion C durante
todo el desarrollo de los experimentos (Figura 2a,d), asi
como de la ingesta alimentaria (Figura 2b,e) y calorica
(Figura 2c,f). Aunque la cantidad de alimento ingerido por
las ratas SR fue significativamente menor, en comparacion
con la poblacion CR (Figura 2b,e), éstas fueron
significativamente hiperfagicas cuando la cantidad de
alimento ingerido se corrigié por el peso corporal (Figura
2c,f).

La proporcion de grasa visceral mostrada por las ratas
S fue significativamente inferior al de las ratas C (Tabla 2)
y, de manera mas acusada, en las hembras que en los
machos (hembras: 4.7 vs machos: 2.2 veces). Sin embargo,
tras la alimentacion con dieta grasa, los depositos de grasa
visceral mostraron un aumento significativo en las ratas
CRy SR, independientemente del sexo (Tabla 2).
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Figura 2. Las ratas subnutridas mostraron hiperfagia tras la realimentacion con dieta grasa. Peso corporal, ingesta alimentaria e
ingesta calérica en machos (a-c) y hembras (d-f) tras 22 semanas en dieta grasa. Los datos representan la media + ESM (n=10-12).
*P<0.05 S vs C, SR vs CR. P<0.05 CR vs C, SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

Tabla 2. Caracteristicas generales de las ratas tras la rehabilitacion nutricional con dieta grasa. Pardmetros fisiol6gicos y
hormonales de las ratas, machos y hembras, de 180 dias de vida (22 semanas en dieta grasa). Los datos representan la media + ESM (n =
10-12). *P<0.05 S vs C, SR vs CR; #P<0.05 CR vs C, SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-
realimentada.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain 189



3.2. Los machos SR mostraron un ligero deterioro en la
tolerancia a la glucosa y una disminucién de la secrecion
postprandial de insulina

Durante el OGTT, los niveles plasméticos de glucosa
fueron significativamente inferiores en los machos S,
respecto a la poblacion C (Figura 3a). Asimismo, los
niveles circulantes de insulina mostraron una significativa
disminucién en dicha poblacion (Figura 3b), tanto en
condiciones basales como transcurridos 15 minutos tras la
sobrecarga oral de glucosa. A pesar de que tanto los
machos CR como los SR mostraron un ligero deterioro de
la tolerancia a la glucosa, la respuesta insulino secretora de
la poblacion SR fue significativamente menor a la
observada en los machos CR (Figura 3b). De acuerdo con
estos resultados, los niveles de HOMA-IR fueron
significativamente méas elevados en la poblacion CR,
respecto a los machos SR (Figura 3c), lo que sugeria que
estos Ultimos habrian retenido una mayor sensibilidad a la
insulina respecto a la poblacién CR.

3.3. Las hembras SR mostraron una severa intolerancia a

Juan de Toro Martin et al.

la glucosa y un elevado indice de resistencia a insulina

Al igual que se observé en los machos, las hembras S
mostraron una menor secrecion de insulina en
comparacion a la poblaciéon C (Figura 4b). Sin embargo,
tras la realimentacion con dieta grasa, el deterioro
observado en la tolerancia a la glucosa de las hembras SR
(Figura 4a) fue significativamente més pronunciado que el
exhibido por los machos SR, como muestran los valores de
AUC de ambas poblaciones.

Dicho deterioro en la tolerancia a la glucosa se produjo
a pesar de la hipersecrecién de insulina mostrada por las
hembras SR, en comparacion a las hembras CR (Figura
4b). Como cabria esperar, las hembras S presentaron
valores de HOMA-IR significativamente inferiores a los
mostrados por la poblacion C (Figura 4c). Por otro lado,
los valores de HOMA-IR fueron significativamente
superiores en la poblacion SR, respecto a la CR (Figura
4c). Asimismo, las hembras SR mostraron los valores de
HOMA-IR maés elevados entre todas las poblaciones
estudiadas, tanto machos como hembras.
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Figura 3. La realimentacién con dieta grasa indujo un deterioro de la tolerancia a la glucosa en machos. (a) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (b) niveles circulantes de insulina durante el OGTT en machos tras 22 semanas en dieta. (c) Indice de
resistencia a insulina (HOMA-IR). Los datos representan la media = ESM (n=6). *P<0.05 S vs C, SR vs CR. *P<0.05 CR vs C, SR vs S.
C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.
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Figura 4. Las hembras SR mostraron intolerancia a la glucosa y una elevada resistencia a la insulina. (a) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (b) niveles circulantes de insulina durante el OGTT en hembras tras 22 semanas en dieta grasa. (c) indice de
resistencia a la insulina (HOMA-IR). Los datos representan la media + ESM (n=6). *P<0.05 S vs C, SR vs CR. "P<0.05 CR vs C, SR vs
S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

En vista de que los resultados obtenidos tras los OGTT
revelaron que los efectos adversos de la rehabilitacion
nutricional con dieta grasa sobre la homeostasis glucidica,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, tenian
lugar principalmente en las hembras, los experimentos
encaminados a determinar el papel de GIP en el desarrollo
de dichas alteraciones se llevaron a cabo exclusivamente
en dicha poblacién.

3.4. La realimentacién con dieta grasa indujo un
incremento del contenido intestinal y de los niveles
circulantes de GIP en las hembras SR

En primer lugar, los resultados de la cuantificacién de
células K, productoras de GIP, en muestras tisulares de
duodeno en hembras, no mostraron diferencias
significativas entre ninguna de las poblaciones estudiadas
(Figura 5a). Sin embargo, se observé un incremento
significativo del contenido intestinal de GIP en las
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hembras CR y SR, respecto a sus respectivas poblaciones
control (Figura 5b).

El andlisis de los niveles circulantes de GIP mostrd
que, tanto en condiciones basales como tras la sobrecarga
oral de glucosa, las ratas S mostraron niveles
significativamente disminuidos de GIP respecto a la
poblacion C (Figura 5c¢). Por otro lado, mientras que las
hembras CR no mostraron alteraciones significativas en
comparacion con la poblacion C, los niveles plasméaticos
de GIP exhibidos por las hembras SR fueron
significativamente superiores a los mostrados por las
hembras S, e incluso a los exhibidos por las hembras CR,
tanto en condiciones basales como tras la sobrecarga oral
de glucosa (Figura 5c).
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Figura 5. La alimentacién con dieta grasa indujo un aumento en el contenido intestinal y en los niveles circulantes de GIP en las
hembras SR. (a) Numero de células K e imagenes representativas de la inmunolocalizacion de dichas células. (b) Contenido intestinal de
GIP (n=4). (c) Niveles circulantes de GIP durante el OGTT (n=6). Los datos representan la media + ESM. *P<0.05 S vs C y SR vs CR.
#P<0.05 CR vs C y SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

3.5. Las hembras SR experimentaron hipertrofia
adipocitaria, un elevado indice de resistencia a insulina y
una limitada acumulacién ectdpica de lipidos

Entre otras acciones, GIP es capaz de actuar sobre el
tejido adiposo promoviendo la acumulacion de grasa en los
adipocitos. Por lo tanto, en vista de los elevados niveles de
GIP observados en las hembras SR (Figura 5c) y del
significativo aumento de los depdsitos de grasa en dicha
poblacion (Tabla 2), se analiz6 la morfologia del tejido
adiposo visceral y su relacion con los niveles circulantes
de GIP.

En primer lugar, ambas poblaciones de hembras
alimentadas con dieta grasa exhibieron adipocitos de un
tamafo significativamente superior al mostrado por sus
respectivas poblaciones control (Figura 6a). No obstante,
la hipertrofia experimentada por la poblacion SR fue
significativamente superior a la mostrada por la poblacién
CR (P<0.05; SR: 328% vs CR: 69%). Estas alteraciones se
reflejaron en un marcado incremento de los niveles de
HOMA-IR en las poblaciones alimentadas con dieta grasa,
significativamente méas elevados en la poblacion SR,
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respecto a la poblacién CR (Figura 6b). Los anélisis de
correlacién de Pearson mostraron una correlacion positiva
y significativa entre el tamafio de los adipocitos y los
niveles de HOMA-IR (r*=0.88, P<0.001). Asimismo, los
niveles basales de GIP mostraron una correlacion positiva
y significativa con el tamafio de los adipocitos (r?=0.73,
P<0.001) y con los niveles de HOMA-IR (r’=0.81,
P<0.001) (Figura 6c).

Por el contrario, el anélisis del contenido hepético de
lipidos mostré que la acumulacién de triglicéridos en el
higado fue significativamente superior en la poblacién CR,
respecto a las hembras SR (Figura 7a), mientras que el
contenido de colesterol total fue similar en ambas
poblaciones (Figura 7b). Asimismo, la observacion
microscopica del tejido hepatico mostré un mayor nimero
de inclusiones lipidicas en el higado de la poblacion CR
(Figura 7c), evidenciando un mayor acumulo ectépico de
lipidos, respecto a la poblacion SR. Por otro lado, tanto el
contenido de triglicéridos como de colesterol hepético en
las hembras S fue significativamente inferior al mostrado
por la poblacién C (Figura 7a,b).
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Figura 6. Las hembras SR mostraron hipertrofia adipocitaria y elevados valores de HOMA-IR. (a) Tamafio medio de los adipocitos
del tejido adiposo periovérico. Imagenes representativas del marcaje de hematoxilina/eosina en adipocitos (Escala: 50um) (n=4). (b)
indice de resistencia a insulina (HOMA-IR) (n=10-12). (c) Correlaciones de Pearson calculadas entre los niveles basales de GIP, HOMA-
IR y el tamafio de los adipocitos entre las diferentes poblaciones. Los datos representan la media £+ ESM. *P<0.05 S vs Cy SR vs CR.
#P<0.05 CR vs C y SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

a b c
107 ml . \ 1.57
— s c
T s{ZAcr = i . n
£ B Bl B %
2 Z
= 2 % —_— —_—
< | o / c
o 4 wn R
= % 0.51 é v 4 . < ﬂ
2 S % v
=2 % < <
/ ‘
0 0.0- Z A — —

Figura 7. La poblacion SR mostré un menor acimulo hepéatico de lipidos que la poblacion CR. (a) Contenido hepético de
triglicéridos y (b) colesterol en hembras tras 22 semanas en dieta (n=4). (c) Imégenes representativas de la tincién de hematoxilina, se
indica con flechas la presencia de gotas lipidicas (Escala: 10um). Los datos representan la media + ESM. *P<0.05 S vs C y SR vs CR.
#P<0.05 CR vs C y SR vs S. C: control, S: subnutrida, CR: control-realimentada, SR: subnutrida-realimentada.

3.6. El tratamiento con (Pro3)GIP revirtié parcialmente la GIP, (Pro3)GIP. Como poblacién control se utilizé6 un

intolerancia a la glucosa mostrada por las hembras SR
Los resultados obtenidos sugerian que un aumento

cronico de

los niveles endogenos de GIP estaba

contribuyendo al desarrollo de las alteraciones metabdlicas
observadas en las hembras SR. Para testar dicha hip6tesis,
se bloqued la accién de GIP en las hembras SR durante los
Gltimos 21 dias de dieta con un antagonista del receptor de
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grupo de ratas SR tratadas con suero salino durante el
mismo periodo. La administracion diaria de (Pro3)GIP
durante 21 dias no tuvo repercusiones sobre el peso
corporal ni sobre la ingesta alimentaria SR (Figura 8a,b).
Por el contrario, los animales tratados con (Pro3)GIP
mostraron una mejora sustancial en la homeostasis
glucidica. Concretamente, se observé una significativa
disminucion de los niveles plasméticos de glucosa a los 30
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y 60 minutos, asi como del AUC de glucosa durante el
OGTT (Figura 8c), respecto a las hembras SR no tratadas.
Asimismo, se observo una significativa disminucion de la
secrecién de insulina en respuesta a la sobrecarga oral de
glucosa en la poblacion tratada con (Pro3)GIP (Figura 8d).
Sin embargo, los niveles de insulina continuaron siendo

Juan de Toro Martin et al.

considerablemente  mayores que los  observados
anteriormente en las ratas alimentadas con dieta estandar.
Los niveles de HOMA-IR también experimentaron un
acusado descenso tras la administracion de (Pro3)GIP,
respecto a la poblacion de ratas no tratadas (Figura 8e).
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Figura 8. La administracion diaria de (Pro®)GIP revirtio el estado de intolerancia a la glucosa de las hembras SR. (a) Evolucién
del peso corporal y (b) la ingesta en hembras SR tras 21 dias de tratamiento con (Pro®)GIP (25nmol/kg/dia). (c) Niveles circulantes de
glucosa, AUC de glucosa y (d) niveles circulantes de insulina durante el OGTT. (e) indice de resistencia a insulina (HOMA-IR). Los
datos representan la media = ESM (n=4). *P<0.05 SR-Pro>GIP vs SR-salino. SR-salino: subnutrida-realimentada tratada con suero salino,

SR-ProGIP: subnutrida-realimentada tratada con Pro®GIP.

3.7. Las ratas tratadas con (Pro3)GIP mostraron una
disminucion del tamafio de los adipocitos y un aumento de
los triglicéridos hepaticos

El contenido relativo de grasa visceral disminuyd
drasticamente tras el tratamiento con (Pro3)GIP, respecto a
las hembras SR no tratadas (Figura 9a). Asimismo, el
tratamiento con (Pro3)GIP redujo significativamente el
tamafio de los adipocitos (>50%), respecto a la poblacion
no tratada (Figura 9b,c). Por otra parte, el blogueo de la
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accion de GIP dio lugar a un significativo incremento en el
acumulo hepético de triglicéridos (Figura 9d) y no se
observaron cambios respecto al contenido de colesterol
(Figura 9e). Las ratas tratadas con (Pro3)GIP también
mostraron una disminucion de la trigliceridemia (SR-
Pro3GIP: 0.69+0.10 vs. SR-salino: 0.91+0.07 mmol/l),
mientras que los niveles circulantes de colesterol no
parecieron verse afectados (SR-Pro3GIP: 2.11+0.12 vs.
SR-salino: 1.87+0.04 mmol/l).
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Figura 9. Efecto del tratamiento con (Pro®)GIP sobre el tamafio adipocitario y el contenido hepético de lipidos. (a) Peso del tejido
adiposo visceral, expresado como la suma de los depdsitos de grasa periovérica y retroperitoneal, relativa al peso corporal. (b) Tamafio
medio de los adipocitos del tejido adiposo periovarico y (c) micrografias representativas del tamafio adipocitario. (d) Contenido hepético
de triglicéridos y (e) colesterol. (f) Micrografias representativas de la acumulacion de gotas lipidicas (flechas) en el higado (tincion de
hematoxilina/eosina). La barra de escala representa 50pum. Los datos representan la media = ESM. (n=4). *P<0.05 SR-Pro*GIP vs SR-
salino. SR-salino: subnutrida-realimentada tratada con suero salino, SR-Pro®GIP: subnutrida-realimentada tratada con Pro’GIP.

4. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que un aporte
deficiente de nutrientes durante la etapa perinatal induce
una respuesta adaptativa que desemboca en la aparicién de
alteraciones metabdlicas cuando el organismo es
enfrentado a un incremento del aporte calérico. Asimismo,
resaltan la diferente adaptacion de la homeostasis glucidica
tras la rehabilitacion nutricional en funcién del sexo.
Concretamente, las hembras previamente sometidas a
restriccion nutricional y posteriormente alimentadas con
dieta grasa desarrollaron un fenotipo de sindrome
metabolico, caracterizado por un incremento de la
adiposidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina, de manera significativamente mas acusada que
los machos.

Previamente, se ha descrito que la subnutricién crénica
induce hipersensibilidad periférica a la insulina durante la
lactancia (24) y en ratas adultas jovenes (21). En este
trabajo se muestra que la mejora de la tolerancia a la
glucosa se preserva durante toda la vida de los animales,
siempre y cuando se mantengan las condiciones de
restriccion nutricional. Por el contrario, la rehabilitacion
nutricional con dieta grasa indujo consecuencias
perjudiciales en la homeostasis de la glucosa. Dichas
consecuencias evidenciaron una respuesta adaptativa al
cambio de dieta en funcion del sexo, siendo las hembras
mas propensas a desarrollar alteraciones mas severas de la
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homeostasis glucidica. En este sentido, estudios previos
han mostrado que las alteraciones metabdlicas ocurridas
durante los procesos de rehabilitacion nutricional afectan
predominantemente a las hembras (25,26). Asimismo, se
ha descrito que los machos sometidos a restriccion
nutricional estarian protegidos frente a la obesidad y al
desarrollo de resistencia a la insulina en la edad adulta,
hecho que ha sido asociado a un aumento del catabolismo
basal y del gasto energético (27). No obstante, también se
ha observado que los machos exhiben una mayor
vulnerabilidad al desarrollo de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa cuando son enfrentados a una
sobrecarga energética (28,29). Las razones para estas
discrepancias pueden residir no solo en el tipo de
restriccion nutricional, sino en el momento de su
aplicacion y en la composicion dietética de la
rehabilitacidn nutricional. No obstante, mientras que en las
publicaciones citadas anteriormente se utilizaron dietas
estandar para llevar a cabo los estudios de rehabilitacion
nutricional, en este trabajo se utiliz6 una dieta alta en grasa
para favorecer la aparicion del fenotipo de sindrome
metabolico, poniendo de manifiesto la relevancia del tipo
de dieta suministrado y la singularidad del presente
estudio.

Tras un periodo de restriccion nutricional, la elevada
tasa de crecimiento durante la fase de rehabilitacion
nutricional da lugar a un répido incremento de los
depositos de grasa, que predomina sobre la reconstitucion
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de la masa magra (30). Asimismo, los riesgos asociados a
la obesidad estin mé&s estrechamente relacionados con
elevados indices de grasa corporal que con que el peso
corporal en si mismo (31). En este trabajo, la hiperfagia
exhibida por la poblacién SR dio lugar a la aparicién de un
fenotipo claramente obesogénico, incluyendo elevados
niveles de triglicéridos circulantes y un incremento de los
depositos de grasa visceral superior al resto de
poblaciones. Estos resultados sugieren una estrecha
relacion entre las adaptaciones provocadas por la
rehabilitacion nutricional y el incremento en la capacidad
de acumulo de lipidos, lo que daria lugar a un
empeoramiento  de la  homeostasis  glucidica,
particularmente agravado en el caso de las hembras.

En vista del dimorfismo sexual observado respecto a
las alteraciones en la homeostasis glucidica y a que GIP ha
sido extensamente descrito como un regulador crucial de la
secrecion de insulina en respuesta a la ingesta de alimentos
(32,33), llevamos a cabo estudios encaminados a
determinar su papel en la aparicién de intolerancia a la
glucosa en las hembras sometidas a realimentacion con
dieta grasa. En primer lugar, el hecho de que el contenido
intestinal de GIP se encontrase incrementado tras la
rehabilitacién nutricional, a pesar de no observar
alteraciones en el nimero de células K, sugiere una
preservacion de los mecanismos de produccién endégena
de GIP en respuesta a una administracion prolongada de
una dieta grasa. Por otro lado, se ha descrito que una
alimentacién con dieta grasa promueve una elevacién de
los niveles circulantes de GIP (16). Asimismo, una
exagerada secrecion de GIP ha sido recientemente descrita
en pacientes diabéticos tipo 2 (34). Por tanto, en vista de
los elevados niveles postprandiales de insulina mostrados
por las hembras SR, es posible sugerir que GIP estaria
jugando un papel predominante en la regulacién entero-
insular de la secrecion de insulina durante la rehabilitacion
nutricional. Igualmente, el hecho de que Unicamente las
hembras SR muestren una exacerbada secrecion de GIP en
respuesta a una sobrecarga oral de glucosa revela, por
primera vez, la posible existencia de una programacion
nutricional del eje entero-insular, como resultado de una
restriccion nutricional precoz y posterior realimentacion.

Entre los efectos extrapancreaticos de GIP, destaca su
capacidad para promover la diferenciacion adipocitaria y
la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo (8). De
acuerdo al marcado incremento en los niveles circulantes
de GIP mostrado por las hembras SR y a que el tamafio
adipocitario es un marcador predictivo de resistencia a
insulina (35), la correlacion observada entre los niveles
basales de GIP, el tamafio de los adipocitos y los niveles
de HOMA-IR, refuerza el papel de GIP como mediador en
el desarrollo de resistencia a la insulina en el tejido
adiposo de estos animales. Asimismo, la dréstica
reduccion de los depositos de grasa visceral y del tamafio
de los adipocitos observada tras el tratamiento con el
antagonista farmacolégico de GIP fue acompafiada con un
sustancial restablecimiento de la homeostasis glucidica en
las hembras SR. Dado que el crecimiento acelerado tras la

196

Juan de Toro Martin et al.

rehabilitacién nutricional ha sido ampliamente reconocido
por maximizar los mecanismos de conservacion de la
energia (36), los resultados mostrados en el presente
trabajo sefialan a GIP como una hormona ahorrativa, que
estaria desempefiando un papel esencial en la acumulacion
de lipidos en el tejido adiposo cuando las ratas sometidas a
restriccion nutricional precoz son enfrentadas a un aporte
calorico excesivo.

Curiosamente, el deterioro de la tolerancia a la glucosa
mostrado por las hembras SR fue acompafiado de una
menor acumulacion hepatica de lipidos. Previamente, se ha
descrito que el incremento de los depdsitos de grasa
visceral podria estar involucrado en la prevencién de la
deposicion ectdpica de lipidos (37). Asimismo, estudios
previos han mostrado que la incapacidad para almacenar
lipidos en el higado da lugar a una exacerbaciéon de la
hipertrigliceridemia y la hiperglucemia, agravando los
estados de resistencia a insulina (38,39). Por tanto, estos
estudios sugieren que una dptima redistribucion ectépica
de lipidos en forma de triglicéridos representa una
respuesta alostatica del organismo, previniendo su
acumulacion en otros 6rganos como el musculo o el
pancreas (40).

En este sentido, la mejora de la homeostasis glucidica
observada en las hembras SR tras el tratamiento con
(Pro3)GIP tuvo lugar en paralelo a un aumento del
contenido hepético de lipidos y a una disminucién en los
niveles circulantes de triglicéridos. Paradojicamente,
estudios previos han mostrado que la inhibicion
farmacolégica de GIP esta asociada a una reduccion del
contenido hepatico de lipidos (22,41). No obstante,
también ha sido descrito que la nutricion perinatal puede
programar tanto el almacenamiento como el metabolismo
hepatico de lipidos en el adulto (42,43). Por tanto, dichas
discrepancias podrian residir, precisamente, en el fenotipo
ahorrativo mostrado por las hembras SR, dando lugar a un
aumento en la acumulacion de lipidos a nivel hepatico tras
el bloqueo farmacoldgico de la accién de GIP.

A partir de los resultados obtenidos, sin embargo, no es
posible establecer si las alteraciones observadas a nivel del
eje entero-insular representan un defecto primario, o si se
trata de un defecto asociado a otras alteraciones
metabolicas. No obstante, individuos sanos alimentados
con dieta grasa muestran elevados niveles circulantes de
GIP antes del desarrollo de resistencia a la insulina , lo que
sugiere que la hipersecrecion de GIP precederia a la
pérdida de la accién de esta hormona (44). Por tanto, el
incremento en los niveles circulantes de GIP parece
representar el estimulo necesario para la hipersecrecion de
insulina y la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo de
estos animales, dando lugar al desarrollo de intolerancia a
la glucosa y resistencia a la insulina.

El papel de GIP en la aparicion de resistencia a insulina
ha sido previamente descrito mediante el uso de
antagonistas (22) y en pacientes diabéticos tipo 2
sometidos a bypass gastrico (45). No obstante, los
resultados mostrados en el presente trabajo indican, por
primera vez, que la rehabilitacion nutricional tras un
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episodio de restriccion nutricional precoz da lugar a la
aparicion de niveles exacerbados de GIP, ejerciendo un
efecto perjudicial en la homeostasis glucidica. Por tanto,
intervenciones terapéuticas encaminadas a disminuir la
accion de GIP parecen representar un método eficaz en la
prevencién de las patologias asociadas al sindrome
metabolico, como la obesidad o la diabetes tipo 2. No
obstante, un control nutricional eficaz, orientado a
disminuir la ingesta caldrica, constituye un factor
indispensable para evitar la aparicion de dichas patologias.

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio ponen
de manifiesto que GIP juega un papel determinante en el
incremento de la adiposidad, intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina, desarrolladas como consecuencia
de una rehabilitacion nutricional con dieta grasa tras un
episodio de restriccion nutricional precoz. Asimismo, la
existencia de un dimorfismo sexual en la programacion
nutricional de dichas alteraciones subraya la relevancia de
la nutricibn materna en la posible transmision
intergeneracional de la predisposicion al desarrollo del
sindrome metabdlico.
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