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RESUMEN
Se presenta una recopilacién de los resultados mas significativos obtenidos por el
grupo de investigacion sobre el papel de la nutricién y las hormonas en el desarrollo
fetal y neonatal de la rata.
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INTRODUCCION

Encuadre cientifico del tema

La nutricién y el desarrollo son, evidentemente, dos procesos interde-
pendientes; en periodos de crecimiento los sustratos energéticos que propor-
ciona la nutricién son indispensables. Sin embargo, los nutrientes, ademas, en
periodos de inmadurez, son capaces de modular las secreciones endocrinas
genéticamente establecidas para regular el crecimiento.

El desarrollo de los mamiferos es un proceso programado genéticamente
sobre el cual inciden factores que lo estimulan y otros que lo restringen. La
etapa mas intensa y decisiva de dicho proceso tiene lugar en el periodo
perinatal fetal y lactante.
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Existen factores que impresos en el genoma regulan el crecimiento,
factores endocrinos. Sin embargo, en la modulacién del desarrollo inci
otras variables llamadas ambientales, que son externas o internas a los or
nismos. Son los elementos que configuran el medio en el cual va a tener lu
el desarrollo.

En periodo perinatal tiene lugar el crecimiento mas importante en cu
a intensidad, y el mas decisivo en cuanto a calidad, ya que las perturbacio
que se produzcan pueden perdurar de forma irreversible en etapa adulta. H
en Perinatologia, se comienza a tener evidencias de que las alteraciones
dicha etapa pueden repercutir y configurar la salud futura en el animal adul
Ello es evidente y ha sido descrito en clinica, desde hace tiempo, en
referente a hipotiroidismo congénito en dichas etapas. Pero, actualmente,
perinatalistas sabemos que ello es véilido para muchas otras vertientes, a
mas de la endocrina, y al margen, desde luego, de lo concerniente a pe
baciones debidas a las hormonas tiroideas. Por ello, en la prevencion de
deficiencias es basico el estudio de las caracteristicas del periodo perin
y, de forma mas concreta, de los factores que regulan el desarrollo en e
periodo.

La regulaciéon del desarrollo de los mamiferos es un proceso compl
porque estd modulado por factores internos al organismo, impresos en
genoma, y también por factores externos a €, que configuran el medio en
cual se va a desarrollar la potencialidad genética de crecimiento que Vi
impresa, en sus cromosomas. En 1984 Gluckman (1) cuantific6 el porcen
de influencia que ejercian los factores genéticos y los ambientales en
crecimiento fetal, y lo estableci6é en 38% y en 62% respectivamente, co
bilizando 30% de factores ambientales como desconocidos.

Estos factores ambientales son los que se estudian en las llamadas a
raciones adquiridas del desarrollo. Estas alteraciones deben ser estudiadas
modelos animales in vivo forzosamente, para poder establecer y observar
desequilibrios e interacciones que se manifiestan y se producen en un or
nismo vivo en desarrollo. Sélo con dicho conocimiento, proporcionado po
investigacion basica, se puede llegar a saber con rigor en clinica las condic
nes importantes que no deben alterarse para un desarrollo idéneo de
individuos.

El conocimiento de que las dosis sustitutivas de tiroxina debian
suministradas lo antes posible a un hipotiroideo congénito, no después de
tres meses en humano, data de 1960, aproximadamente, y ello, sin d
indujo a sefialar que el periodo perinatal tenia caracteristicas propias
distintas del periodo adulto. Con ello se abri6 todo un campo de investigac
sobre dicho periodo.

Desde 1941, y no antes, investigadores como Jost (2) y Moore (3) hab
establecido las bases del conocimiento del sistema endocrino fetal, y a p
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de ese momento comenzaron toda una serie de investigaciones que han
venido desentrafiando peculiaridades de dicho periodo, estableciendo sus di-
ferencias con respecto al periodo adulto.

Las llamadas alteraciones adquiridas del desarrollo se pueden dividir
fundamentalmente en dos grandes grupos: las provocadas por desequilibrios
hormonales en el organismo en desarrollo, o incluso en la madre gestante (en
lo concerniente al periodo fetal), y las provocadas por la subnutricién. En este
tipo de estudios, se utiliza la rata porque es un mamifero que nace con un
Sistema Nervioso Central (SNC) muy inmaduro. Una rata recién nacida co-
rresponde al quinto mes, aproximadamente, de un feto humano. Por ello se
puede extrapolar desde un animal como la rata, neonatal, a lo que ocurriria en
un feto humano, siendo, sin embargo, mucho mas cémoda la manipulacion de
animales ya nacidos que las de un feto.

Caracteristicas del periodo perinatal. Alteraciones adquiridas del desarrollo

Se puede afirmar que en las primeras etapas del desarrollo, en el periodo
embrionario, el programa genético dirige totalmente los procesos de creci-
miento, pero posteriormente los factores llamados ambientales modulan de
forma importante dichos procesos. En el desarrollo, durante el periodo perinatal,
el tiempo, el momento en que un determinado acontecimiento, metabélico o
endocrino, tiene que aparecer esta en todas las especies estrictamente progra-
mado genéticamente. Los factores ambientales pueden incidir en dicha se-
cuencia alterdndola, y el resultado es grave para el desarrollo logrado. Esa
secuencia de acontecimientos es muy patente en la formacién de conexiones
sinapticas y proliferacion de neuronas en el sistema nervioso central (SNO),
en el cerebro, pero existe igualmente en cualquier vertiente metabélica. Pues
bien, la sucesién de acontecimientos metabdlicos y endocrinos, rigidamente
ligada a un determinado tiempo biol6gico, que es propio de cada especie, es
una caracteristica del periodo perinatal. Si esta caracteristica es alterada no se
consigue un desarrollo satisfactorio. Un caso particular de dicha secuencia es
el llamado “periodo critico” de crecimiento cerebral que existe en todos los
mamiferos (4). En dicho periodo se produce una mielinizacién activada, y un
gran crecimiento del cerebro y determinados factores pueden alterar el desa-
rrollo cerebral de forma irreversible. En la rata, el “periodo critico” es postnatal,
aproximadamente, se extiende desde el dia 7 al dia 20 de vida (5). Esta
secuencia temporal se encuentra en cualquier vertiente metabdlica o endocrina
que se considere. Para el metabolismo glucidico fue sefialada por nosotros en
el trabajo publicado en Endocrinology en 1981 (6), y sucesivamente se ha
venido hallando en cualquier vertiente de desarrollo. Por ejemplo, en el
desarrollo del axis adrenomedular que se refleja en plasma y glandula por el
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aumento del cociente epinefrina/norepinefrina (E/NE) o en el Sistema
Catecolaminérgico Central por el incremento del cociente dopamina/NE (DA/
NE) en cerebro (Fig. 1). Otro ejemplo de esa sincronia lo encontramos,
también, en una temaética completamente distinta, como es la evolucién en
higado o en cerebro de la actividad desyodasica, enzima encargada de la
transformacioén en los tejidos de la tiroxina (T,) en triyodotironina (T,), que
es la hormona tiroidea biolégicamente activa. Ademas, en todos estos ejem-
plos encontramos la gran importancia del dia 8 postnatal en la rata, que se
presenta como un momento clave en su maduracién (Fig. 2).

Es, pues, fundamentalmente, la existencia de dicha secuencia tan cefiida
al tiempo, y genéticamente programada en todas las especies, lo que explica
que determinados factores, llamados ambientales, puedan modular de modo
decisivo el crecimiento, perturbandolo en gran manera si alteran la secuencia
temporal impresa en el genoma; ya sea el momento para la aparicién de
determinadas enzimas o el establecimiento de determinados equilibrios endocrinos.

Experiencias realizadas en modelos animales en los que se provocan desequilibrios
hormonales. Hipétesis de trabajo y resultados cientificos obtenidos

Los datos clinicos mostraron muy pronto que las hormonas tiroideas son
imprescindibles para el desarrollo de] SNC lo cual estimulé enormemente el
estudio de la posible influencia de otras hormonas. Pero los estudios realiza-
dos con hormona de crecimiento o con prolactina (7,8), que son hormonas que
masivamente circulan en el feto, no produjeron resultados concluyentes sobre
su papel en el desarrollo. Hoy sabemos que ninguna de las dos son hormonas
que regulan el crecimiento en etapas inmaduras. Sin embargo, estudios en
fisiologia y bioquimica perinatal consiguieron establecer que la tiroxina y el
cortisol son hormonas que, en periodos de inmadurez, coordinan el desarrollo
de distintas vertientes, como, por ejemplo, la aparicién de enzimas
gastrointestinales (9). Por ello parecian hormonas muy adecuadas para ser
estudiadas en cuadros de desequilibrios en etapas de desarrollo. Esto hizo que
nos plantedramos el estudio de modelos experimentales en los cuales se
producian desequilibrios hormonales por exceso de tiroxina o cortisol ( 10-28).

Habia sido descrito que el exceso de tiroxina en momentos de inmadurez
del SNC producia un sindrome que fue llamado en la literatura “neo-T,”, y
que presentaba caracteristicas de retardo de crecimiento y de perturbaciones
a nivel del SNC similares a las que se aprecian en los animales hipotiroideos.
Ello fue estudiado por Bakke (29) y Eayrs (30). Dada la importancia de las
hormonas tiroideas, como moduladoras del crecimiento, parecié interesante el
estudio de una posible accién nociva, por exceso de la tiroxina, que condujera
a retardo del desarrollo, con alteraciones similares a las que ocurren en

Ars Pharmaceutica, 37:4; 817-839, 1996



821

'100°0>Ausx ‘10°0>dxx ‘50°0>dy ‘BONSIPEISS UGLOBOYIUSIS “(AN/VA)
euryyaurdoou/eurwedop £ (FN/4) eutyourdorou/euriyaurds 9)us1000 [ 10d opejussardar seurure[0oo)ed op oprusjuod A ewse[d us SA[AIN—| “S14

Q Q Q
CE T dm
J kel 0

uw o g 0w .4 g

: L & 5% 5%

& ) — g o

& o~ < o~ o~

; i e 5

o : w..w .

) % *

m *

2 < {0 A { m 1@

g = < 2

3 * * /M

< 2] 4© wn {© {o

: < < 2

2 i ] 5]

g o 2 5 ® IS

m L c 1 m -, “1

o~ 1 A 1 1

= ™ N < W W ~N

m

a

] N /3 — iN/13

g o]

&

&

=

Z

Ars Pharmaceutica, 37:4; 817-839, 1996



822 PASCUAL-LEONE, A. M.

HIGADO CEREBRO
Js'o-1
[moles/h/mq protelna

IOO"

80|

(Jso1r
B 5D-to1a)

pmoles Ty /m /mq protelna

2.5{

20f 60

40

0 dlas de
fetal 4 8 2 fetal 4 8 20 i

Fig. 2.—Actividad 1T, 5'-desyodasa I en higado (izquierda), y actividad rT, 5'-desyodasa II
(5'D-II) y 5'-desyodasa total en cerebro (derecha) de fetos (21 dias de gestacion) y ratas
neonatales normales de 4, 8 y 20 dias de vida. m p<0.05 relativo al estadio consecutivo.

cuadros de hipotiroidismo. Estudiamos, pues (1970-88 aproximadamente),
modelos en los que se provocaban desequilibrios hormonales por exceso de
tiroxina y de cortisol. Pero los investigadores de este tema en 1970 se habian
dirigido a estudiar la incidencia de estas dosis altas especificamente en la
formacion de sinapsis en el SNC en cuanto a vertiente histolégica o a las
variaciones del 4cido desoxiribonucleico (ADN) cerebral en vertiente bioquimica.
Nosotros abordamos el estudio intentando establecer la posible alteracién de
la secuencia de acontecimientos del metabolismo glucidico, puesto que, de
una parte, dicha perturbacién podria alterar una caracteristica general del
periodo perinatal, y, de otra parte, el cerebro neonato se alimenta exclusiva-
mente de glucosa y cuerpos ceténicos.

Trabajos realizados en el modelo neo-T 4 Y en el obtenido dando dosis altas
de cortisol

De esta etapa de estudio se concluyeron cuatro resultados fundamentales:

1.—La existencia en los animales que sufrian desequilibrios hormonales
de una disminucién de hormonas hipofisarias (tirotropina -TSH- y hormona
de crecimiento -GH).

2.—La alteracién de la secuencia normal de acontecimientos metabdlicos
y endocrinos.
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3.—El retardo del desarrollo del Sistema Nervioso Auténomo.

4.—La existencia de una grave alteracion del metabolismo glucidico.

Los estudios de ambos modelos experimentales, provocados por exceso
de T, o de cortisol, en cuanto al metabolismo glucidico, destacaron la gran
importancia de los niveles adecuados de sustratos energéticos para lograr un
buen desa: ollo en etapas inmaduras. Todo ello hizo pensar que, al margen de
las posibles acciones especificas de ambas hormonas, las perturbaciones del
metabolisro glucidico eran decisivas para el retardo de crecimiento producido.

Las alicraciones que encontramos en el metabolismo glucidico llevaron a
concluir que Ia falta de sustratos, la subnutricién, tenia que ser una causa
primordial de las perturbaciones que encontrabamos. De todo ello dedujimos
que entre las alteraciones adquiridas del desarrollo —desequilibrios hormona-
les y subnutricién— la malnutricién, en momentos de inmadurez, parecia la
alteracion fundamental, y la falta de nutrientes era, sin duda, un factor deci-
sivo a estudiar entre estos “factores ambientales” que configuran el medio en
el cual se desarrolla un organismo, factores que modulan, de forma decisiva,
la potencialidad genética de desarrollo programada en el genoma. Ello nos
hizo poner a punto y comenzar, con exclusividad, en los ultimos afios, el
estudio de un modelo de subnutricién desde el periodo gestante.

Estudio de un modelo de subnutricion proteico-calorico

La falta de nutrientes en momentos claves del desarrollo cerebral parecia,
pues, el factor fundamental a considerar entre las alteraciones adquiridas del
desarrollo, y, ademas, era la perturbacion mas extendida en la sociedad
humana. Sin embargo, el estudio bibliografico que efectuamos mostrd la
dificultad de abordar el tema con rigor. Por ello se intentd establecer un
modelo de malnutricion proteico-calérica, desde el periodo gestante, some-
tiendo a la madre a subnutricion y siendo la malnutricion fetal una consecuen-
cia indirecta. Intentamos reproducir al maximo lo que ocurre en humano en
las sociedades de paises subdesarrollados.

Hipotesis establecidas y vertientes estudiadas

Los primeros trabajos sobre el modelo de subnutricién se encaminaron a
comparar las alteraciones encontradas, en cuanto a hormonas hipofisarias y
metabolismo glucidico, con las anteriormente resefiadas en los modelos de
desequilibrios hormonales. Se comprobd la similitud de ellas, lo cual ratifica-
ba la eficacia perturbadora de la falta de nutrientes en los modelos anteriores.

La hipdtesis de trabajo, en los animales subnutridos, fue tratar de estable-
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cer las razones por las cuales la falta de nutrientes en periodos de inmadurez
provocaba un tan gran retardo en el desarrollo. Es obvio que en momentos de
crecimiento la falta de sustratos es basica como causa para retardar el creci-
miento, pero nosotros nos planteamos estudiar si, ademas, la falta de nutrientes
en etapas inmaduras podria estar modulando factores endocrinos, que,
genéticamente establecidos, regulan el crecimiento.

Sistema endocrino Sfetal

El feto es un organismo que tiene solventadas por su madre la alimenta-
cién, la respiracién y la excrecién; su tnico fin es crecer y diferenciarse. A
esta funcion adapta su sistema endocrino. Se puede concluir, a la vista de los
conocimientos actuales (31,32) sobre el sistema endocrino fetal, que la regu-
lacién del crecimiento en el feto proviene de una interaccién entre secreciones
fetales y placentarias, que actdan en colaboracién constituyendo lo que se ha
dado en llamar la unidad feto-placentaria. El sistema endocrino fetal esti
absolutamente especializado en propiciar el crecimiento, para lo cual tiene
caracteristicas y secreciones propias, distintas del adulto. En e] feto, los
factores de crecimiento, epidérmico (EGF), fibroblasto (FGF), factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF-1 y 1) o el factor de crecimiento
nervioso (NGF) circulan masivamente de forma fisiolégica, propiciando la
proliferacion celular. Esta circunstancia hace del feto un modelo de excepcién
para poder estudiar la accién de dichos factores in vivo, aportando conoci-
mientos que ayuden a prevenir los procesos neoplasicos en clinica. Longo, en
1985 (33), ya habia sugerido que durante el periodo fetal los nutrientes,
hormonas y factores de crecimiento juntos modulan el desarrollo. Longo
imaginé un sistema de interacciones, con retroalimentaciones positivas y
negativas, muy similares a las que existen entre secreciones hipotaldmicas,
pituitarias y de las glandulas periféricas. Todo ello sugiere, por una parte, la
importancia de los nutrientes como moduladores de los factores endocrinos,
Y, Por otra parte, la importancia de los factores de crecimiento en la etapa
fetal. Adem4s, hay que considerar que la rata neonatal es un organismo muy
inmaduro; por ello, sus regulaciones endocrinas se parecen enormemente a las
fetales de otras especies, como la humana, que nace mucho mas madura.

En el modelo de subnutricién se pretendia estudiar los factores endocrinos
que pudieran ser modulados por los nutrientes, en etapas inmaduras, comen-
Zamos por preguntarnos cuales eran los reguladores endocrinos principales
durante el periodo fetal. Para contestar a esta pregunta hay que reflexionar
sobre cudles son las secreciones que circulan masivamente por la circulacién
fetal (34). Después de los trabajos de Morreale y cols. (35), esta demostrado
que la tiroxina materna atraviesa la placenta, y que, contrariamente a lo que
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se habia creido durante afios, las hormonas tiroideas estan presentes, regulan-
do el desarrollo del SNC, desde las etapas embrionarias. Cuando los tiroides
fetales aun no son funcionales y ni siquiera lo es su hip6fisis, utilizan como
sustrato la tiroxina (T,) de la madre y la transforman en triyodotironona (T;),
hormona biolégicamente activa. Hoy sabemos que todos los tejido fetales
tienen actividad 5'-desyodasa responsable de la transformacién de T, en T,.

Por otro lado, en etapas de crecimiento, la insulina y el complejo de
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I y II) est4n regulando el
crecimiento del feto (36,37). Actualmente los factores de crecimiento simila-
res a la insulina (IGF-I y II) estan reputados como la hormona de crecimiento
en el feto. IGF-II estd muy alto en periodo fetal y desciende después del
nacimiento (38).

En conclusién, y a la vista de los conocimientos actuales sobre el desa-
rrollo fetal, se puede afirmar que las hormonas tiroideas, la insulina, y los
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I y II), son las secreciones
fundamentales que parecen genéticamente establecidas para regular el creci-
miento en periodos inmaduros. Ello nos hizo, una vez establecido el modelo
de subnutricidon proteico-energético, comenzar nuestro estudio en cuatro ver-
tientes fundamentales:

Estado tiroideo en los animales subnutridos

Secrecion de insulina en dichos animales

Variaciones y modulacion de la secrecion de IGF I y II por nutrientes e
insulina.

Efectos de la realimentacion y del tratamiento con insulina en ratas
diabéticas y subnutridas.

Estas cuatro vertientes han constituido nuestro tema de investigacién en
los ultimos afios, realizado siempre sobre el mismo modelo de subnutricién.

Conclusiones del estudio del estado tiroideo de los animales subnutridos

Actualmente, esté totalmente establecido no s6lo que las hormonas tiroideas
son necesarias para el desarrollo del SNC sino que ademas lo son desde el
periodo embrionario. Ello, ratifica ain mas si cabe, su papel como regulado-
res endocrinos del desarrollo. También sabemos hoy que la hormona
biologicamente activa es la triyodotironina (T,) que proviene de la desyodacién
de la tiroxina por accién de la desyodasa. Pues bien, nuestros resultados
mostraron, en una primera parte, que por efecto de la subnutricién, y como
una consecuencia de la adaptacion a la falta de nutrientes, se inhibe la
actividad de la desyodasa, con el consiguiente descenso de los niveles de T,
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biolégicamente activa (T5) en el SNC. E] interés de estas investigaciones a
efectos preventivos habla por si solo (39).

En una segunda parte, los resultados muestran que la falta de nutrientes,
por inhibicién de 1a desyodasa, alteran la regulacién normal del axis tiroideo
y alertan igualmente sobre las consecuencias funcionales en los organismos
subnutridos (40).

Secrecién de insuling en animales Subnutridos
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mellitus en personas con un historial previo de malnutricién (44). De ahi, el
interés de abordar el efecto de los distintos tipos de restriccion nutricional
sobre el desarrollo de los islotes de Langerhans, y de su capacidad de respues-
ta insulino-secretora frente a diferentes agentes estimulantes. Esta nueva linea
se esta llevando a cabo en nuestro grupo por las Dras. C. Alvarez y M.A.
Martin en colaboracion con el Prof. B. Portha (Universidad Paris VII). En esta
vertiente se estudia la posible alteracion del desarrollo de los islotes de
Langerhans en animales subnutridos. Sobre toda esta temdtica de estudio de
la secrecion de insulina en animales subnutridos estan actualmente en prensa
dos publicaciones (45). De los resultados de este estudio se deduce que la
subnutricién, desde el periodo gestante, provoca un mal desarrollo de los
islotes de Langerhans. Dosis crecientes de glucosa no estimulan in vitro, en
los islotes de Langerhans de los animales subnutridos de 70 dias de vida, la
secrecion de insulina de forma similar a los controles. Pero dosis crecientes
de aminoacidos, como la arginina, aumentan la respuesta. El contenido de
insulina en los islotes de ratas subnutridas es inferior al de los controles.
Estos resultados tienen una gran importancia bioldgica ya que, en todas las
especies de mamiferos, los islotes se estimulan sélo con aminoicidos en
etapas muy inmaduras. Luego, parece que la subnutricion propicia un retardo
en el desarrollo de los islotes, que retrotrae su capacidad de estimulacién a lo
que ocurre en etapas muy primarias del desarrollo.

Conclusiones del estudio de la secrecion de insulina en animales subnutridos

La insulina es una hormona que tiene una gran relevancia como moduladora
del desarrollo. De nuestros resultados en el animal subnutrido, desde el
periodo gestante, se deduce que la adaptacion al ayuno produce una hipersen-
sibilidad en tejido periférico, lo cual supone un modelo de excepcién para la
comprension de los mecanismos moleculares de accién de la insulina. Pero,
ademads, dicha hipersensibilidad va acompafiada de una hipoinsulinemia muy
persistente, que parece ser provocada, segun nuestros ultimos resultados, por
un bloqueo en la capacidad funcional de los islotes de Langerhans, y ello
tiene una gran importancia preventiva, ya que supone establecer que la subnutricién
es un agente de riesgo indiscutible para la diabetes.

Variaciones y modulacion de la secrecion de IGF-1 y II (IGFs) por nutrientes
e insulina

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I y II) son
polipéptidos que tienen una gran similitud estructural con la proinsulina (46).
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En etapa postnatal IGF-I (o somatomedina C) se produce fundamentalmente
en el higado por efecto de la GH; sin embargo, en periodo fetal su secrecion
es independiente de esta hormona (47). Las acciones de los IGFs estin
mediadas por receptores especificos, y ambos polipéptidos circulan en sangre
unidos a proteinas ligadoras especificas (IGFBPs), de las cuales se conocen
seis formas. No se conoce exactamente la funcion bioldgica de estas proteinas
ligadoras, pero se cree que modulan la disponibilidad y actividad biologica de
estos factores de crecimiento. En animal adulto la proteina ligadora mas
abundante es IGFBP-3, que se detecta en suero formando complejos de alto
peso molecular, mientras que en periodos de inmadurez la proteina ligadora
cuantitativamente mas importante es la IGFBP-2 (48). Este hecho, junto con
el distinto patrén ontogénico de los péptidos y sus receptores, apuntan a una
distinta funcién y regulaciéon de dichos factores en ambos periodos. También
la insulina tiene un papel relevante como moduladora del crecimiento en
periodos de inmadurez, como ya se ha expuesto, pero se desconoce la interaccion
que indudablemente existe entre los IGFs y la insulina, y en general entre
dichos factores y la homeostasis glucidica. Por otra parte, existe una abundan-
te literatura que pone de manifiesto que tanto los IGFs como sus proteinas
ligadoras se regulan por los nutrientes (49), aunque los mecanismos no se
conocen totalmente.

El estudio de esta vertiente, que nos ha venido ocupando los ultimos
afios, nos parece particularmente relevante porque ademdas de haber sido
reputados los factores de crecimiento similares a la insulina la hormona de
crecimiento en el feto, el estudio de como se regula su secrecion, y de que
factores la controlan, puede ayudar a resolver problemas basicos de ellos
muchos de los cuales estan implicados en procesos neoplasicos.

Otra situacion, que habia sido descrita en la literatura, acompafiada de un
descenso en los niveles de IGFs circulante es la diabetes. El interés de este
hecho es grande, ya que en la diabetes la deficiencia de insulina provoca una
especie de subnutricion celular en los tejidos. Por otra parte, los estudios de
las alteraciones de IGFs y sus proteina ligadoras en periodo fetal (en el cual,
como se ha dicho, su secreciéon no depende de GH) o en etapa neonatal, en
la cual los niveles de GH se encuentran muy disminuidos por efecto de la
subnutricion, permite estudiar la modulaciéon que en dicha secrecioén ejercen
la insulina y los nutrientes.

Por varias razones se podria decir que la diabetes constituye una situacién
muy comparable a la subnutriciéon, ya que por un mecanismo diferente se
provoca “hambre celular” y, por otra parte, ambas situaciones cursan con
niveles de insulina disminuidos, y se produce una inhibicion de la desyodasa
en tejidos. Las dos situaciones constituyen los llamados “sindromes que
cursan con T, baja”. Por ultimo, y ello nos interesa especialmente, tanto la
diabetes como la subnutricién provocan alteraciones importantes en el desa-
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rrollo. Por ello comenzamos un estudio comparativo, en ambas situaciones,
sobre las variaciones que se producen en los niveles de IGFs plasmaticos y
sus proteinas ligadoras estudiadas simultdneamente. Hemos investigado, cree-
mos que por primera vez, los niveles de IGFs y sus proteinas ligadoras en
periodo fetal y neonatal en un mismo modelo de subnutricién, que se comien-
za el dia 16 de gestacion. Conviene destacar que esta etapa de comienzo es
en si misma importante si se considera el papel de la insulina y los IGFs en
la regulacion del crecimiento del embridn y del feto. Asimismo, los resultados
obtenidos en el modelo de subnutricién en etapa fetal y lactante se compara-
ron con los que se obtienen en un modelo de diabetes provocado inyectado
estreptozotocina (STZ) intraperitonealmente a las ratas gestantes el dia 16 y
a neonatos el dia 4 de vida postnatal. En ambos modelos se determinaron la
glucemia, los niveles de insulina, asi como IGF-I e IGF-II en suero por
radioinmunoanalisis o radioreceptor. Las proteinas ligadoras en suero se ana-
lizaron mediante “Western ligand blot” y “Western immunoblot”. A fin de
obtener una aproximacion del papel de los receptores en los cambios observados
en los niveles de IGFs con ambos modelos, efectuamos estudios de ligamiento
de IGF-1 y II en preparaciones de membrana plasmatica de diversos tejidos.

La finalidad de este trabajo era doble. Por una parte, se pretende aportar
conocimientos acerca de hasta qué punto los nutrientes y la insulina modulaba
la secrecién de IGFs en etapas inmaduras. Por otra parte, se trata de establecer
la correlacién, si existe, entre estos factores y sus proteinas ligadoras en el
crecimiento. Para valorar mejor la influencia de la insulina y los nutrientes en
las alteraciones encontradas, se efectuaron estudios de rehabilitacién tanto en
ratas neonatales como adultas. En una serie de experimentos se realimentan
ratas sometidas a subnutricién desde la etapa gestante, y en otra se administra
insulina a ratas a las que previamente se les ha provocado un estado de
diabetes por STZ. Finalmente, en la misma linea, y con el propdsito de
verificar si los nutrientes son realmente mas decisivos que la insulina en la
regulacion de los cambios que se producen en IGF-I en la subnutricién y la
diabetes, se efectiia un estudio combinado de ambas situaciones, diabetes y
subnutricién, en ratas adultas. Se determinan glucemia, insulina e IGFs (50,51).

Estudio de las proteinas ligadoras IGFBPs en etapa fetal

El resultado del anélisis mediante “Western ligand blot” de las proteinas
ligadoras de IGFs (IGFBPs) en suero fetal mostr6 el predominio de las formas
de bajo peso molecular (en torno a 30 kDa). Esta banda de 30 kDa esti
constituida por IGFBP-2, como muestra el resultado del “Western immunoblot”
con antisuero anti-bIGFBP-2. Nuestros resultados coinciden con observacio-
nes previas sobre el desarrollo ontogénico de las IGFBPs del suero: IGFBP-2 es
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la proteina ligadora mas abundante en el suero fetal, persiste con niveles
elevados en etapa postnatal, y es apenas detectable en el individuo adulto.
Estos cambios en el suero son paralelos a los que se producen en su 4cido
ribonucleico mensajero (mRNA) hepitico. Ello sugiere que esta IGFBP des-
empefia un importante papel en el desarrollo fetal y neonatal. Hay que hacer
notar que en este trabajo analizamos los complejos 40-50 kDa IGFBP y 30
kDa, y ademas la 24 kDa, por ser de las seis binding proteinas descritas las
mds caracterizadas y ademas de las que dispusimos de anticuerpo para su
analisis por “Western immunoblot”.

Resumen de los resultados obtenidos en fetos

En ninguno de los dos modelos estudiados, subnutricién y diabetes, se
observaron alteraciones del peso corporal en etapa fetal (sélo al nacimiento se
evidencié un menor peso en los recién nacidos de gestantes subnutridas). La
insulinemia y la glucemia no se alteraron tampoco en el modelo de subnutricién,
mientras que en el de diabetes se observé una marcada hiperglucemia, acom-
pafiada en casi todos los estadios de hipoinsulinemia. Los niveles de IGF-II
estaban reducidos a 18 y 19 dias en los fetos de gestantes subnutridas y
aumentados entre 18 y 21 dias en los fetos de gestantes diabéticas. No se
encontraron diferencias entre los tres modelos en las IGFBPs, la mas abun-
dante de las cuales fue una forma de 30 kDa (en su mayor parte IGFBP-2).

Efectos de la subnutricion y la diabetes sobre IGF-I Y II en periodo neonatal

Tanto las ratas subnutridas como las diabéticas en etapa neonatal presen-
taron un peso corporal inferior al de sus controles, diferencia que fue mais
destacada con la subnutricién. En ambas situaciones los niveles de IGF-I en
suero eran inferiores a los de los animales control en los tres estadios estu-
diados a 8, 14 y 22 dias, en mayor cuantia en los subnutridos (70-90%) que
en los diabéticos (40-60%).

El descenso en los niveles de IGF-I que encontramos con nuestro modelo
de subnutricién se ha comprobado en diversos modelos de restriccién alimentaria,
especialmente en modelos de ayuno y de restriccién proteica, en etapa poste-
rior al destete. En un modelo similar al nuestro, consistente en una reduccién
del 50% del aporte de alimento a la madre lactante desde el dia del parto,
Donovan y cols. (52) encuentran una reduccién en los niveles de IGF-I desde
el dia 12 de vida, pero no determinan los niveles de su mRNA en tejidos. Los
estudios realizados de la expresién de mRNA hepatico de IGF-I muestran una
correlacién positiva con los niveles circulantes.
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Resultados previos en nuestro modelo de subnutricién han mostrado un
descenso en los niveles circulantes y en el contenido hipofisario de GH y
nosotros también las encontramos en estas poblaciones.

Las alteraciones que se encuentran en la secrecién de GH en ambas
situaciones, subnutricion y diabetes, podrian ser la causa, o una de las causas,
de los bajos niveles de IGF-I que caracterizan a la subnutricién y a la diabetes
por STZ en la rata. Sin embargo, la situaciéon descrita en el humano es bien
distinta. En pacientes con diabetes mellitus tipo 1, no controlada, los niveles
de GH en plasma estin elevados y se acompafian de un aumento de la
secrecion episodica y relacionada con el suefio, asi como de respuestas exa-
geradas a diversos estimulos (53). En nifios malnutridos y en pacientes con
anorexia nerviosa se han encontrado niveles elevados de GH. Tanto en la
diabetes como en la subnutricion en humano los niveles de IGF-I son bajos,
lo que sugiere que en ambas situaciones se produce una resistencia a la accién
de GH. Existen muchos trabajos en la bibliografia donde se ha expuesto dicha
resistencia. Por consiguiente, parece que en el descenso de los nivels de IGF-I
en la rata, subnutrida o diabética, concurren tanto una menor secrecién de GH
como una resistencia de los tejidos periféricos (principalmente en el higado)
a su accion. Los mecanismos exactos que median ambos fenémeno no han
sido aclarados todavia.

Dado que, como se acaba de comentar, en ambos modelos, subnutricidén
y diabetes, se produce un descenso en los niveles de GH, esta situacién nos
parece idonea para profundizar en el estudio del papel de la insulina en la
secrecién de IGF-I. Como hemos podido comprobar, en ambos modelos los
niveles de insulina en el suero son bajos con respecto a los que presentan las
ratas control. Esta hipoinsulinemia pudiera estar también relacionada con la
baja concentracién de IGF-I en el suero. En experimentos in vitro se ha
descrito que la insulina tiene un efecto directo sobre la liberacién de IGF-I
por el higado. En este sentido, nosotros hemos encontrado una correlacién
positiva entre los niveles de IGF-I e insulina en distintos experimentos, tanto
en diabetes como en subnutricién, y a distintas edades, cuando se comparan
poblaciones con marcadas diferencias en ambos parametros (50,51). Sin embargo,
el efecto de la insulina parece estar mediado por la presencia de algiin otro
factor, probablemente relacionado con el estado nutricional, como sugiere un
trabajo de Scott y Baxter (54).

Por lo que respecta a IGF-II, s6lo con el modelo de diabetes por STZ
hemos encontrado alteraciones en los niveles de este péptido en suero, que
fueron més bajos que los encontrados en los animales control a 8 y 14 dias.
Existen muy pocas referencias en la literatura acerca de la regulacién de IGF-II
en situaciones como la diabetes o la subnutricién. IGF-II se considera, por lo
general, mucho menos sensible que IGF-I a las alteraciones del estado nutricional.
Davenport y cols. (55) no encuentran cambios en la concentracién de IGF-II
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circulante tras un ayuno de corta duracion en la rata. Leaman y cols. (56)
encuentran alteraciones en la abundancia del mRNA de IGF-II en var
tejidos tras tres dias de ayuno en el cerdo.

Efectos de la subnutricion y la diabetes sobre las IGFBPs en periodo neona

El efecto de las situaciones de subnutricién y diabetes sobre las dive
formas de IGFBPs fue distinto segin el modelo y la edad de la rata. Junt
alteraciones en la intensidad de las distintas bandas resultantes del andli
mediante “Western ligand blot”, existe una alteracion del patrén ontogé
caracteristico de la rata control. Aqui discutiremos con mas detalle es
alteraciones relacionandolas con las que hemos observado en el modelo
diabetes experimental (57,58).

Los cambios mas llamativos se producen en la banda de 30 kDa, que
la mas abundante en periodo neonatal. La intensidad de esta banda se encu
tra notablemente incrementada, en cuantia variable, en ambos modelos en
tres estadios estudiados, tanto en valor absoluto como relativo. Sin embar
como muestra el andlisis mediante “Western immunoblot”, el origen de ¢
incremento es diferente en la subnutricién y en la diabetes. En la subnutric
se debe, al menos en su mayor parte, a un aumento en la concentracion
IGFBP-2 en la circulacidn, que es mas patente a 14 y 22 dias. En la diab
la concentracidon de esta IGFBP o no esta alterada (8 dias) o estd incl
disminuida (22 dias). El incremento observado a 30 kDa en los anima
diabéticos se debe, por tanto, a otra forma de IGFBP, probableme
IGFBP-1 (56).

Estos resultados y los de otros autores parecen indicar que tanto el es
nutricional como el hormonal (fundamentalmente la insulina) intervienen
la regulacion de las IGFBPs de 30 kDa. bien sea IGFBP-1, bien sea IGFB
aunque la influencia de ambos es distinta. En la subnutricion el efecto
claro se produce sobre IGFBP-2, mientras que en la diabetes por STZ es so
IGFBP-1.

Los niveles de IGFBP-3 (bandas de 40-50 kDa) fueron inferiores a
controles en los animales subnutridos a 14 y a 22 dias. La situacion
analoga a la que sucede en el animal adulto tras restriccién alimentaria
distinto tipo, tanto en el ayuno como en una restriccién proteica (58).

Finalmente, por lo que respecta a la banda de 24 kDa (probablem
IGFBP-4), las alteraciones obtenidas por nosotros en el “Western ligand b
no muestran cambios consistentes a la hora de analizar los tres esta
estudiados, ya que encontramos, en comparacion con los controles (en
por ciento con respecto al total de IGFBP), niveles mas bajos a 8 y 14
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en los neonatos subnutridos y diabéticos, mientras que a 22 dias no hay
diferencias entre las poblaciones.

Resumen de los resultados obtenidos en rata neonatal

Las dos situaciones estudiadas, subnutricion y diabetes, provocaron en la
rata neonatal un retardo del crecimiento, mas marcado en la diabetes, junto
con un descenso en los niveles de IGF-I en suero. IGF-II, por el contrario,
s6lo se vio alterado en la rata diabética en etapas precoces. Ambas situaciones
se acompaiiaron de hipoinsulinemia, pero mientras que los neonatos subnutridos
eran hipoglucémicos, los diabéticos eran marcadamente hiperglucémicos.

En periodo neonatal la IGFBP mas abundante es una forma de unos 30 kDa.
Tanto la subnutricién como la diabetes provocan una elevacién en la intensi-
dad de esta banda (“Western ligand blot™), pero su efecto sobre las distintas
especies de IGFBPs parece diferente, a juzgar por el “immunoblot” (58).

Finalmente, ambas situaciones produjeron alteraciones de signo contrario
en el ligamiento especifico de IGF-II a membranas de higado, con aumento
en la diabetes y disminucion en la subnutricion.

Experimentos de rehabilitacion

Los estudios de rehabilitacion en rata subnutrida se estan realizando
realimentando ratas subnutridas (desde el dia 16 de gestacion), tanto adultas
como lactantes (8 dias de vida) durante un periodo de 6 dias. Paralelamente,
se trata con insulina durante un periodo de 5 dias a ratas, tanto adultas como
lactantes (14 dias de vida), a las que se ha provocado un cuadro de diabetes
mellitus mediante la administraciéon de STZ tres dias antes. Con estos expe-
rimentos se trata de establecer la eficacia de la insulina y los nutrientes en la
normalizacion del peso corporal y los niveles de IGF-I y sus proteinas ligadoras,
y se comparan los efectos obtenidos en etapa lactante y adulta, etapas en las
cuales difieren tanto los requerimientos de nutrientes como la composicién de
la dieta que reciben los animales. No conocemos ningun trabajo en el que se
haya empleado este abordaje experimental en el estudio de la interaccion de
la insulina y los nutrientes en la regulacion de los IGFs y sus proteinas
ligadoras, mediante la comparacion de las dos situaciones, subnutricion y
diabetes, que estamos analizando.

Estos trabajos han constituido parte de nuestra labor en este dltimo afio,
por lo cual aun no han sido debidamente elaborados. pero como los resultados
son enormemente complementarios de los que se han expuesto anteriormente
expondremos brevemente las principales conclusiones (50,51).
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Conclusiones de la rehabilitacion de ambas etapas neonatal y adulta en
animales diabéticos y subnutridos

Tanto la insulina, en los animales diabéticos de ambas etapas, como la
realimentacidn, en los animales subnutridos, consiguen una recuperacién de la
glucemia, la insulina, el peso de cuerpo, y los niveles de IGF-I, asi como de
las IGFBPs, alcanzando los valores de las ratas control. Sin embargo, esta
recuperacion es mas evidente y rapida en los animales diabéticos al recibir
insulina, que en los animales subnutridos al realimentarse. Los animales
subnutridos siguen presentando, ademas, en periodo neonatal y adulto, niveles
disminuidos de IGF-I circulantes, cosa que no ocurre en los animales diabé-
ticos que se igualan en ambos periodos a los de los controles al recibir
insulina. Pero hay que destacar que los animales diabéticos estan debidamente
alimentados y ello confiere a la falta de nutrientes un papel decisivo en estas
alteraciones. Parece sugerirse que la subnutricién es fundamental y primordial
como factor perturbador de la secrecién de IGF-I, cosa que también se
desprende del estudio de las correlaciones. Ello nos ha hecho abordar un
estudio del que, aunque incompleto en este momento, podemos adelantar
algunos datos.

Expresion de mRNA hepatico de IGF-I por andlisis de proteccion del la RNasa

Ultimamente (50,58) en animales subnutridos hemos realizado el estudio
de anélisis de proteccion de la RNasa tratando de establecer si existe una
correlacién positiva entre los valores circulantes de IGFs y sus proteinas
ligadoras IGFBPs y la expresién del mRNA de estas proteinas en higado.
Hemos establecido dicha correlacion, ello supone que la regulacién por nutrientes
de dichas proteinas parece tener lugar a nivel transcripcional.

Todo ello confiere, en etapas de desarrollo, una importancia muy relevan-
te a los substratos energéticos como moduladores de factores de crecimiento
claves que regulan el desarrollo como son los IGFs.

Estudios de rehabilitacion en animales adultos subnutridos y diabéticos

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) estan identifi-
cados actualmente a las antiguas somatomedinas descubiertas por Daughaday
como los metabolitos efectores de las acciones de la hormona de creci-
miento (GH) sobre el crecimiento del cartilago; ello hace que se suponga que
en adulto su secrecion es dependiente de la GH, sin embargo, hay multitud de
fenémenos que no se explican en adulto por esta dependencia; por ejemplo,
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el hecho de que tanto animales subnutridos como diabéticos presenten una
menor secreciéon de IGF-I frente al estimulo de la GH, lo cual ha sido
explicado estableciendo que estos animales subnutridos presentan una resis-
tencia hepatica a la hormona de crecimiento, como se ha expuesto. Sin
embargo nada se conoce acerca de qué factores regulan dicha resistencia, ni
tampoco se sabe qué otros factores, junto con la GH, podrian regular la
secrecion de IGFs en periodo adulto. De nuestras investigaciones en periodo
neonatal habiamos establecido que, en periodos de inmadurez del desarrollo,
la secrecion de IGFs parece dependiente de los nutrientes, puesto que la
rehabilitacion de estos animales subnutridos se produce en cuanto a IGFs, sin
un aumento previo de hormona de crecimiento. Pues bien, en nuestros mas
recientes estudios de rehabilitacion de adultos subnutridos y diabéticos (50,51)
conseguimos, en un periodo corto de rehabilitacién, aumentar la secrecion de
IGFs en estos animales sin un aumento previo de hormona de crecimiento.
Ello parece implicar que la modulacién por nutrientes encontrada en etapas
neonatales continua vigente en etapas adultas. Dicha aseveracion alerta sobre
posibles consecuencias y desequilibrios endocrinos que puedan provocarse
con dietas de adelgazamiento. También en periodo adulto hemos estudiado la
expresion del RNA hepético de IGFs y sus proteinas ligadoras asi como del
receptor de GH (51).

Conclusiones generales de nuestra investigacion desde 1970, y proyeccion
futura. Importancia de estas investigaciones a efectos preventivos

Nuestras investigaciones sobre modelos animales in vivo han estado des-
de el principio encaminadas a reproducir, y estudiar en consecuencia, lo que
ocurre en un organismo vivo cuando por alteraciones endocrinas, o subnutricion,
se desequilibra el medio en el cual debe tener lugar el desarrollo que viene
impreso en su genoma. La incidencia en el crecimiento de estos factores
ambientales es tan grande que hoy sabemos que un feto normal, aun en las
circunstancias mas favorables, nunca llega a desarrollar toda la potencialidad
genética impresa en sus cromosomas, y ello es debido, a que, de alguna
manera, inciden en su desarrollo, negativamente, estos factores ambientales.
Quiza la mayor originalidad en el planteamiento de esta investigacion estuvo
en una actitud mental, podriamos llamarla fisiolégica, que nos hizo considerar
el organismo en desarrollo como un conjunto global de equilibrios interactuando
e incidiendo en el crecimiento. Ello es lo que en la primera parte de nuestras
investigaciones nos llevo a interesarnos por la accion indirecta que los exce-
sos de hormonas, tiroxina y cortisol, producian en el metabolismo glucidico
encargado de suministrar los sustratos, glucosa y cuerpos ceténicos, de los
cuales debia alimentarse un cerebro en desarrollo. Con ello emprendimos un
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estudio con un enfoque distinto a lo que se venia desarrollando entonces; la
accion directa de las hormonas, especificamente, en la proliferacidon celular
neuronal, y que indudablemente también existe. Los resultados obtenidos nos
condujeron al estudio de la subnutricion casi con exclusividad. El estudio de
dicho modelo ha venido a confirmar la importancia de los nutrientes como
moduladores de los principales factores endocrinos que regulan el crecimiento
en etapas inmaduras. Esta interaccién entre los nutrientes y los factores
endocrinos rige el crecimiento en animales inferiores de forma evidente, y
nuestros resultados muestran que dichos equilibrios son importantes, y regu-
lan el desarrollo, en etapas inmaduras. El conocimiento de estos factores
ambientales y de los equilibrios que rigen el crecimiento en los mamiferos
nos conduce de forma segura a poder prevenir las desviaciones. Cuidar el
medio en que un organismo crece es la primera y mas importante manera de
prevencion de anormalidades que tenemos, pero para ello hay que estudiar a
fondo cudles son los equilibrios a salvaguardar. La correccién de errores de
etiologia genética mediante la intervencién directa en el genoma, o terapia
genética, parece estar todavia lejana; sin embargo, procurando condiciones
ambientales idoneas de crecimiento, establecidas por estudios como el que
presentamos, se puede conseguir desarrollar al maximo las potencialidades de
crecimiento impresas en el genoma de un organismo.

Actualmente estamos dirigiendo nuestras investigaciones a la comproba-
cién, a nivel molecular, de todos los resultados anteriormente expuestos en el
estudio de la subnutricién desde etapa gestante. Estamos investigando tam-
bién la posible interaccién entre hormonas tiroideas y secrecién de IGFs en
los mismos dias en que hemos encontrado por la subnutricién la T, disminui-
da. También estamos estudiando si los transportadores de glucosa estan alte-
rados en los animales subnutridos que tienen una hipersensibilidad a la insulina,
¥y, por ultimo, comenzamos a tener ya datos de que la expresion del mRNA
de IGFs o de IGFBPs guarda una correlacién positiva con los valores circu-
lantes en animales subnutridos, y en los realimentados.

Importancia de los nutrientes en etapas de desarrollo

Del estudio de las alteraciones adquiridas del desarrollo en modelos
animales se deduce que los nutrientes son factores claves como moduladores
del desarrollo. Los nutrientes no son solamente el substrato energético in-
dispensable en el crecimiento, sino que existen datos experimentales que
muestran, como acabamos de exponer, que en etapas inmaduras modulan la
secrecion de los factores endocrinos genéticamente programados para regular
el crecimiento, como son las hormonas tiroideas, la insulina y los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGFs). La insulina, la hormona relevante
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como reguladora del crecimiento en etapas inmaduras, se presenta, a la luz de
los resultados obtenidos en animales diabéticos, como reguladora, a nivel
celular, de la disponibilidad de nutrientes, y esa facultad suya parece ser la
que le da la importancia como moduladora del desarrollo, ello por encima de
cualquier otra accién especifica de la hormona. La subnutricién o malnutricién
se convierte, pues, en la alteracion clave dentro de las alteraciones adquiridas
del desarrollo.
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