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Resumen
La prevalencia de obesidad en Chile es cada vez mayor, lo que se traduce en un 59% de mujeres
embarazadas con exceso de peso. Tanto en humanos como en animales de experimentacion la
obesidad gestacional se relaciona con consecuencias metabolicas en la descendencia, como
hipertension arterial, obesidad e intolerancia a la glucosa, entre otras. Estudios realizados por nuestro
laboratorio han demostrado que la descendencia femenina de ratas con obesidad inducida por una
dieta alta en grasas, presenta enfermedad de higado graso no alcohdlico, ademas de otras alteraciones
metabolicas. En base a esto y con el fin de dilucidar el rol del sistema nervioso simpético en el
desarrollo de enfermedad hepatica, proponemos que la obesidad materna durante la etapa
pregestacional, prefiez y lactancia en ratas programa un aumento en la estimulacion nerviosa
simpatica a nivel hepatico en la descendencia, lo que modula la expresion de enzimas claves en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, conduciendo al desarrollo de enfermedad de higado graso no
alcohalico. Utilizamos la descendencia de ratas de la cepa Sprague-Dawley sometidas a dieta control
0 alta en grasa. Analizamos el peso corporal, los niveles de glucosa y leptina sérica, los niveles de
noradrenalina, la expresion de tirosina hidroxilasa, glucdgeno fosforilasa, glucoquinasa y acetil coa
carboxilasa en higado. En la descendencia de madres con dieta alta en grasa, tirosina hidroxilasa se
encuentra disminuida, mientras que noradrenalina y las enzimas glucdgeno fosforilasa y acetil coa
carboxilasa se encuentran aumentadas. Las alteraciones del sistema nervioso simpatico en higado
demostradas en nuestro estudio estarian modulando la expresion de glucdgeno fosforilasa, lo que
contribuye al desarrollo de higado graso no alcohdlico. Sin embargo, creemos que el rol del sistema

adrenérgico en el desarrollo de esta enfermedad debe ser mejor dilucidado.



Abstract
Influence of the adrenergic system in the development of non-alcoholic fatty liver

disease in the offspring of rats with gestational obesity

The prevalence of obesity in Chile becomes higher every time, which implies a 59% of
pregnant women with excess weight. In both humans and experimental animals, gestational
obesity is related to metabolic consequences in offspring, such as hypertension, obesity and
glucose intolerance, among others.

Studies conducted by our laboratory have demonstrated that female offspring of rats with
obesity induced by a diet high in fat, have a tendency for having non-alcoholic fatty liver
disease, in addition to other metabolic alterations. Based on this and in order to elucidate
the role of the sympathetic nervous system in the development of liver disease, we propose
that maternal obesity during the pre-gestational stage, pregnancy and lactation in rats result
in an increase of sympathetic nervous stimulation at the hepatic level in the offspring,
which modulate the expression of key enzymes in the metabolism of lipids and
carbohydrates, leading to the development of nonalcoholic fatty liver disease.

For the purpose of this research, we used the offspring of rats of the Sprague-Dawley strain
under control or high fat diet. We analyzed body weight, serum glucose and leptin levels,
noradrenaline levels, tyrosine hydroxylase expression, glycogen phosphorylase,
glucokinase and acetyl coa carboxylase in liver. In the offspring of mothers with a high-fat
diet, tyrosine hydroxylase is decreased, while norepinephrine and glycogen phosphorylase
and acetyl coa carboxylase enzymes are found to be increased. Alterations of the

sympathetic nervous system in liver demonstrated in our study would be modulating the



expression of glycogen phosphorylase, which contributes to the development of non-
alcoholic fatty liver. However, we believe that the role of the adrenergic system in the

development of this disease should be better elucidated.



Introduccion
La malnutricién por exceso, ya sea sobrepeso u obesidad, se define como una acumulacion

anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (1).

A nivel mundial, la prevalencia de obesidad casi se ha duplicado desde 1980 al 2014. De
acuerdo a cifras entregadas por la Organizacion Mundial de la Salud el afio 2014, alrededor
del 52% de la poblacion de 18 afios 0 mas presenta exceso de peso, de la cual el 39% tenia
sobrepeso (38% hombres y 40% mujeres), mientras que el 13% presentaba obesidad (un
11% hombres y 15% mujeres) (1) (2). A nivel nacional, de acuerdo a cifras entregadas por
la Encuesta Nacional de Salud del afio 2010, el 67% de la poblacién entre 15 y 64 afios
tenia exceso de peso corporal, con una prevalencia de 39% de sobrepeso, 25% de obesidad

(19,2% en los hombres y 30,7% en las mujeres) y 2,3% de obesidad morbida (3).

Ademas, segun cifras entregadas por National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES), el 31,9% de las mujeres entre 20 y 39 afios, residentes en Estados Unidos son
obesas, datos que son extrapolables a nivel mundial por la diversidad de la muestra que
contemplo el estudio (4). En Chile el panorama es similar, pues para el afio 2010 el 51% de
las mujeres en edad fértil (15 a 44 afios) presentaba sobrepeso u obesidad, situacion que
persiste durante el embarazo (5). Al afio 2013 el 59% de las mujeres embarazadas que se
controlaban en establecimientos del Sistema Nacional de Servicios de Salud (SNSS)

presentaban malnutricion por exceso (6).
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Consecuencias de la obesidad gestacional sobre la funcion hepatica en la

descendencia

El embarazo es uno de los periodos de mayor vulnerabilidad nutricional debido a factores
tanto fisioldgicos como culturales (7). La obesidad materna durante el embarazo se asocia a
diversas complicaciones como un mayor riesgo de preeclampsia, una mayor probabilidad
de parto por cesarea, infecciones post parto y un aumento en la tasa de recién nacidos

grandes para la edad gestacional (8).

Por otra parte, ante la exposicion a diversos factores perjudiciales durante un periodo critico
o sensible del desarrollo, es posible que ocurran cambios a largo plazo en la fisiologia del
individuo en gestacion, que pueden resultar en consecuencias negativas o adversas en la
adultez. Este concepto se denomina “programming” o “reprogramacion del desarrollo” (9).
En este contexto existe una creciente evidencia tanto en animales de experimentacion como
en humanos, la cual sostiene que la malnutricién en el periodo gestacional y perinatal tiene
un rol crucial en el desarrollo de enfermedades como obesidad, hipertension arterial y

diabetes mellitus tipo 2 en la adultez (10) (11).

Diversos estudios han demostrado que la descendencia de roedores con obesidad materna
inducida mediante la administracion de una dieta hipercal6rica presenta hiperfagia,
aumento de la adiposidad, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa y gluconeogénesis

hepatica aumentada durante su vida postnatal (12) (13).

En el marco de las alteraciones hepaticas que se desarrollan en la descendencia de ratas
obesas, se ha observado la presencia de esteatosis y un mayor peso del higado en la adultez

(14). Por otra parte, de acuerdo a un estudio realizado en primates en el que las hembras
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fueron alimentadas con una dieta alta en grasa previo y durante la prefiez, se observé que la
descendencia presenta un aumento de triglicéridos hepaticos, lo que se correlaciona con la
“Enfermedad de Higado Graso No Alcoholico” (EHGNA) en la adultez (15). Ademas, de
acuerdo a un estudio realizado en ratones se determind que las crias de hembras con
obesidad gestacional presentan una disfuncion oxidativa en el higado, junto a esteatosis
hepética temprana, lo que contribuye a una lesidn hepatica en la adultez (16). Otro estudio
con mayor seguimiento de la descendencia indica que las crias presentan lesion hepatica,
aumento del tono del sistema nervioso simpatico (SNS) e induccion de la fibrogénesis a
través de la activacion de células estrelladas en higado (17). En consecuencia, las crias de
madres que tuvieron obesidad gestacional desarrollan alteraciones metabdlicas, entre ellas

enfermedad de higado graso no alcohodlico en la adultez.

Mecanismos de la disfunciéon hepatica asociada a higado graso no

alcohodlico

El término “Enfermedad de Higado Graso No Alcohélico” incluye alteraciones que van
desde la esteatosis hasta la cirrosis e insuficiencia hepatica (18). Es la enfermedad hepética
crénica mas comun en los paises occidentales y es considerada como la manifestacion
hepética del sindrome metabdlico (19). En condiciones fisioldgicas la grasa hepatica no
debe superar el 5% del peso total del 6rgano, pues cuando supera esta cantidad se presenta
el llamado higado graso, caso en el cual el contenido lipidico en el higado llega a ser hasta
del 25 al 30 % (20) (21). Existen numerosas situaciones clinicas que se han relacionado con

EHGNA, como obesidad, diabetes mellitus e hiperlipidemia, entre otras (22). El
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mecanismo patogénico se asocia con resistencia a la insulina y se explica con la teoria del
“doble impacto” (23). En el “primer impacto” se produce disminucion en la capacidad
celular de responder a la accion de la insulina. En el tejido adiposo, producto de la
resistencia a la insulina, se activa la lipasa sensible a hormona (LSH) favoreciendo la
lipdlisis y posterior liberacion de acidos grasos libres (AGL) al higado, en donde aumenta
la gluconeogénesis, disminuye la sintesis de glucogeno y aumenta la captacion de los AGL,
se altera el transporte de triglicéridos y de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL por
sus siglas en inglés) e inhibe la beta-oxidacion (23) (24). Ademas, en el musculo
esquelético disminuye la absorcion de glucosa, siendo el exceso de éesta captado por el
higado a través de GLUT-2, transportador independiente de insulina, quedando expuesto a
una sobrecarga de glucosa intrahepatica que se convierte en AGL y TG (25). Estas

alteraciones en el metabolismo de las grasas son la base de la aparicion de EHGNA.

El “segundo impacto” es consecuencia del estrés oxidativo en hepatocitos debido a la
sobrecarga de AGL, generando especies reactivas de oxigeno (ROS) que, mediante la
activacion de las células de kupffer, inducen la sintesis de factores pro-inflamatorios como

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleuquina-8 (I1L-8) (26).

Papel del sistema nervioso simpatico en el desarrollo de EHGNA y su

relacion con leptina
La leptina, hormona producida por el tejido adiposo, actda a nivel cerebral y también se
encarga de estimular la lipolisis. El efecto lipolitico esta mediado por la capacidad de esta

hormona de incrementar la actividad de las fibras nerviosas simpaticas que inervan el tejido
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adiposo (27). Y esta demostrado que la fosforilacién de la lipasa sensible a hormona,
encargada del desdoblamiento de los triglicéridos para su posterior paso a la circulacién, se
ve fuertemente incrementada en tejido adiposo en presencia de leptina (28). Se ha
estudiado que las fibras nerviosas simpaticas establecen uniones neuro-adiposas, por lo que
los adipocitos estarian en directo contacto con los nervios simpéticos, en donde la
liberacion de noradrenalina genera una respuesta lipolitica local y el agotamiento de la
masa adiposa (28). En resumen, la activacion de neuronas simpaticas conduciria a la
liberacion de catecolaminas, a través de la accion de leptina, lo que es necesario para
estimular la fosforilacion de la lipasa sensible a hormona en el tejido adiposo y con esto se

genere lipolisis (28).

Por otra parte, existe evidencia en la que se ha observado el aumento de actividad nerviosa
simpatica a nivel hepatico proveniente del nervio esplacnico y sus fibras postganglionares
que se originan en los ganglios celiacos (29) (30) (Figura 1). Asimismo, se ha demostrado
que el circuito neural hepatico mediado por el SNS controla el metabolismo lipidico en
higado, ya que la denervacion simpatica selectiva de éste genera reduccién en la produccién

de lipoproteinas de muy baja densidad (31).
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Figura 1. Inervacion simpética del higado mediada por leptina. La leptina es secretada desde el tejido
adiposo, ejerciendo su accion a nivel hipotalamico donde nace el circuito neural que inerva el higado, esto a
través del nervio esplacnico y sus fibras postganglionares que se originan en el ganglio celiaco. Elaboracién

propia.

Las neuronas del sistema simpatico se caracterizan por ser uno de los principales sitios en
donde se producen las catecolaminas: dopamina, noradrenalina y adrenalina, importantes
neurotransmisores derivados de la dihidroxifenilalanina (DOPA) (32) (33). Como se
muestra en la figura 2, el primer paso de la biosintesis de catecolaminas implica la
conversion del aminoéacido tirosina en DOPA por accion de la enzima tirosina hidroxilasa,
la cual es la enzima limitante de la sintesis de catecolaminas. Posteriormente, a través de la
accion de la enzima dopa-descarboxilasa, la DOPA se transforma en dopamina, la que es
capturada por vesiculas de almacenamiento, y por accion de la dopamina beta-hidroxilasa
se transforma en noradrenalina para ser liberada al espacio sindptico en respuesta al
estimulo nervioso. Aproximadamente el 95% de la NA liberada es recaptada al terminal

presinaptico para que una parte vuelva a las vesiculas de almacenamiento, mientras otra
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parte es metabolizada por la enzima monoaminooxidasa (MAO) (32) (34). Considerando la
informacion anterior, estimamos fundamental estudiar la enzima tirosina hidroxilasa, ya
gue creemos que un incremento en la expresion de esta enzima estaria aumentando la tasa

neta de sintesis de catecolaminas, en este caso, noradrenalina.

Tirosina

\ NEURONA
@

.

a1fotzfB2 i @
HIGADO

Figura 2. Sintesis, liberacion y metabolismo de noradrenalina. 1) Biosintesis; 2) Almacenamiento; 3)

o !
t e

Liberacién; 4) Union a receptor; 5) Recaptacion; 6) Metabolismo. Elaboracion propia.

Creemos que el aumento persistente de leptina que ocurre en hijas de madres obesas (35)
(36) conduce a un incremento de la estimulacion nerviosa simpaética, lo que lleva a una
mayor cantidad de noradrenalina en el tejido hepéatico. En este sentido, ya que la
descendencia de madres obesas muestra una alteracion de enzimas fundamentales del

metabolismo hepatico (37), esperamos también, que un incremento de NA se relacione con
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una alteracion en la expresion de las enzimas clave en el metabolismo de la glucosa y

lipidos en higado, lo que puede explicar el desarrollo de EHGNA (Figura 3).

Figura 3. Un aumento de noradrenalina (NA) se relaciona con una alteracion en la expresion de la enzima
Glucogeno fosforilasa (PYGL), Glucoquinasa (GCK) y Acetil CoA carboxilasa (ACC), limitantes en las vias
glucogenolitica (—), glicolitica — ) y lipogénica (— ) respectivamente, lo que podria explicar el
desarrollo de enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA). PGM: fosfoglucomutasa; G-6-Pasa:

Glucosa 6 fosfatasa; Glucosa 1-P: Glucosa 1-fosfato; Glucosa 6-P: Glucosa 6-fosfato. Elaboracion propia.
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Hipotesis
La obesidad materna durante la etapa pregestacional, prefiez y lactancia en ratas programa
un aumento en la estimulacion nerviosa simpatica a nivel hepatico en la descendencia, lo
que modula la expresiéon de enzimas claves en el metabolismo de lipidos y carbohidratos

conduciendo al desarrollo de enfermedad de higado graso no alcohdlico.
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Objetivo General
Evaluar el control simpético del higado y su relacion con la expresion de enzimas hepaticas
fundamentales en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en ratas adultas descendientes
de madres con obesidad inducida por la dieta, en comparacién con ratas cuyas madres

fueron alimentadas con dieta control.

Objetivos Especificos

- Medir el nivel sérico de leptina de ratas adultas descendientes de madres
alimentadas con una dieta alta en grasa en comparacion con ratas control.

- Determinar la concentracion de noradrenalina en el higado de ratas adultas
descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa en comparacion
con ratas control.

- Cuantificar la expresiéon de la enzima tirosina hidroxilasa en el higado de ratas
adultas descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa en
comparacion con ratas control.

- Determinar la expresién de las enzimas glucogeno fosforilasa (PYGL), acetil CoA
carboxilasa (ACC) y glucoquinasa (GCK) en el higado de ratas adultas
descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa en comparacion

con ratas control.
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Materiales y métodos
Tipo de estudio

Estudio analitico experimental longitudinal prospectivo

Animales

Para este estudio se utilizé 20 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley distribuidas en 2
grupos: 10 ratas hijas de madres alimentadas con dieta control previo y durante la prefiez, y
en el periodo de lactancia (Lab Diet, equivalente a 4 Kcal/g de alimento: 27% Proteina,
60% Hidratos de Carbono, 13% Lipidos) y 10 ratas hijas de madres alimentadas con dieta
alta en grasa un mes antes de la prefiez, durante ésta y en el periodo de lactancia (High Fat:
HF, Research DietTM USA, equivalente a 5 Kcal/g de alimento: 20% Proteina, 20%
Hidratos de Carbono y 60% Lipidos). La serie experimental fue conservada en la sala de
mantencion de animales del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso en un ambiente con temperatura controlada, con ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas, con agua y comida ad libitum. El Sr. Guillermo Rodriguez (Técnico
de laboratorio) fue el encargado del lavado de jaulas y la Srta. Tania Cerda (Bioquimico,
técnico de laboratorio) del seguimiento del peso corporal, ciclo estral, ingesta de alimentos
y agua de los animales. Ambos profesionales estan capacitados en la mantencién y cuidado

de animales de experimentacion.

Las 2 primeras semanas de mantencion de las ratas madres corresponde al periodo de
aclimatacion, en donde ambos grupos experimentales fueron alimentados con dieta control.
Se registro diariamente la ingesta de alimento y peso corporal mediante el pesaje de la

comida y los animales. La ciclicidad estral a travées de frotis vaginal.
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Desde la tercera semana, cada grupo experimental fue alimentado con su respectiva dieta:
control y HF, lo que se mantiene hasta el periodo de destete, correspondiente a los 21 dias
de edad de las crias. Las ratas fueron consideradas obesas cuando hubo diferencia

estadisticamente significativa entre el grupo control y el tratado con dieta HF (38) (39).

Luego de cuatro semanas con su respectiva dieta, y encontrandose las hembras en la etapa
proestro del ciclo estral, fueron cruzadas con machos reproductores alimentados con dieta
control. La confirmacion de la prefiez se realiz6 mediante la observacion de
espermatozoides o de ocho diestros consecutivos en el frotis vaginal, posterior a la cruza.
Las crias fueron sexadas al dia postnatal (PND, por sus siglas en inglés) 1 mediante
observacion genital. Posterior al periodo de destete fueron separadas de sus madres y se les
suministré dieta control. Las crias se sacrificaron mediante decapitacion al PND 60 en la
etapa estro del ciclo estral (Figura 4). Al momento de la eutanasia se recolectd sangre e
higado, entre otros tejidos y 6rganos. Al finalizar el periodo de lactancia, las ratas madres
se sacrificaron por decapitacion donde se recolectd sangre para extraccion de suero. Los
procedimientos de eutanasia fueron realizados por personal capacitado en bioética y manejo

de animales de experimentacion.

Se utilizo este modelo experimental, pues esta demostrado por nuestro laboratorio que la
descendencia de madres con obesidad inducida por una dieta alta en grasa evidencia signos
como: mayor porcentaje de grasa en el 6rgano, niveles alterados de transaminasas hepaticas

y mayor peso del higado, lo que se relaciona con el desarrollo de EHGNA (14).
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Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de Bioética de la Universidad de

Valparaiso y el comité de Bioética de la Comision Nacional de Investigacion, Ciencia y

Tecnologia (CONICYT).

Madres
I Pre-concepcional | Cruza Prefiez |
Dieta . Control
Dieta { Control o HF Control o HF
Control HF
v
0 3 7 9 12
Semana
Crias
Nacimiento Destete
Lactancia Dieta Control
0 21 60
Dia Postnatal

Figura 4. Disefio experimental de ratas madres (verde) y descendencia (rosado). Elaboracion propia.

La serie experimental de la presente tesis estd enmarcada en el proyecto FONDECYT de

iniciacion en investigacion n° 11130707, cuyo investigador principal es el Dr. Gonzalo

Cruz Neculpan.
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Determinacién de leptina sérica por Inmuno-ensayo ligado a enzima
(ELISA)

Se determind la concentracion de leptina en plasma de las crias mediante el analisis de las

muestras de suero obtenidas luego de la eutanasia.

Se utiliz6 un kit comercial para la determinacion por ELISA de acuerdo a las instrucciones

del fabricante (EMD Millipore, USA).

Semi-cuantificacion de la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa en

higado por Western Blot

Se homogeniz6 20 mg de tejido en un volumen en microlitros de buffer RIPA
correspondiente a 10 veces el peso del tejido. Posteriormente se centrifugé cada muestra
para obtener una fraccion purificada de proteinas. Se realizé electroforesis de proteina en
un gel SDS-PAGE para luego ser transferidas a una membrana de nitrocelulosa. El bloqueo
de sitios inespecificos se realiz6 con leche al 5%, y se utilizd como anticuerpo primario
Anti-tyrosine hydroxylase Rabbit pAb Cat. 657012 SIGMA-ALDRICH para la enzima
tirosina hidroxilasa y un anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG Cat. 7074S Cell
Signalingconjugado con peroxidasa de radbano (HRP). Los resultados se normalizaron
utilizando un anticuerpo para la proteina constitutiva GAPDH Cat. G9545 SIGMA-

ALDRICH.
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Deteccion de noradrenalina por Inmuno-ensayo ligado a enzima (ELISA)

Los tejidos se homogeneizaron en el siguiente buffer: 0,01 N HCL, 4 mM metabisulfito de
sodio y 1 mM de EDTA. Las muestras se homogenizaron en buffer de lisis correspondiente
a 10 veces el peso del tejido. En estas condiciones la noradrenalina esta cargada
positivamente, reduciendo la unién a proteinas y ademas se optimiza su solubilidad. El Kit
se utiliz6 segun las condiciones del fabricante (ImmuSmol, Francia). Esto fue realizado en
3 etapas: la primera parte consiste en el paso de extraccion y acilacion de la noradrenaling;
el segundo paso corresponde a la conversion enzimatica de las muestras previamente

aciladas para, finalmente, realizar la cuantificacion por EIA de la noradrenalina.

Determinacidén de la concentracidon de proteinas en higado
La determinacion de concentracion de proteinas se realizé con el kit Biorad Protein Assay,
utilizando albdmina de suero bovino (BSA) como estandar de proteinas. Estos datos fueron

utilizados para normalizar los valores obtenidos de NA.

Determinacién de la expresién de glucoquinasa, glucégeno fosforilasa y

acetil CoA carboxilasa en higado por RT- PCR en tiempo real

La extraccion de RNA total en higado se realizé con E.Z.N.A.® Total RNA Kit | (OMEGA
BIO-TEK, Cat. R6834-02CH). Para la transcripcion reversa se utilizd la enzima
SuperScript Il (Invitrogen, Cat. 18064-014), random primers (Invitrogen, Cat. 48190-011) e

inhibidor de RNAasa (RNase OUT, Invitrogen, Cat. 10777-019).
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El cDNA obtenido de la transcripcion reversa se amplificé por PCR en tiempo real,

utilizando los partidores descritos en la tabla 1:

Gen Partidor Forward Partidor Reverse
18s 5~ TCA AGA ACG AAAGTCGGAGG -3’ 5’-TTC GAT GAA GGT GATTTC GCA- 3’
Glucoquinasa 5’-GTGGTGCTTTTG AGACCCGTT-3’ 5’-TTC GAT GAA GGT GAT TTC GCA-3’
hepética
Glucégeno 5’ —-CCC GAG CAC CCA ATG ACT TTA | 5°>-GCG AGT GCGGGATGT GTG TCA-3’
fosforilasa ACC-3’
hepética
Acetil CoA 5>-AACATCCCGCACCTTCTTCTAC-3 5’-CTT CCACAA ACCAGCGTCTC-3’
carboxilasa
hepatica

Tabla 1. Partidores de enzimas PYGL, ACC, GCK y gen constitutivo 18s.

Los datos fueron normalizados por el gen constitutivo 18s.

Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en cada ciclo de amplificacion para

cada gen se resumen en la tabla 2:

Gen Desnaturalizacion | Alineacion Elongacion
18s 95°C x 10 seg. 60°C x 30 seg. 72°C x 30 seg.
Glucoquinasa hepdtica | 95°C x 10 seg. 59°C x 15 seg. 72°C x 20 seg.
Glucogeno fosforilasa | 95°C x 10 seg. 65°C x 15 seg. 72°C x 20 seg.
hepatica

Acetil coenzima A | 95°C x 10 seg. 61°C x 15 seg. 72°C x 20 seg.
carboxilasa hepatica

Tabla 2. Condiciones de tiempo y temperatura utilizados en PCR en tiempo real.
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Analisis Estadistico

Todos los resultados de esta tesis son expresados como el promedio + el error estandar
medio (SEM). Los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism®
version 6.01. Para observar el tipo de distribucion de la muestra se utilizd el test de
normalidad D’ Agostino-Pearson. Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé la
prueba de comparacion de media t-student, ya que todas las variables tenian una
distribucion normal. Se considera * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 para indicar

diferencias estadisticamente significativas.
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Resultados
Peso corporal
En la figura 5 se muestra el peso corporal (g) de las ratas descendientes de madres
alimentadas con dieta HF y dieta control a los 60 dias de edad. Observamos que las ratas
descendientes de madres alimentadas con dieta HF presentan un mayor peso corporal (g) al

PND 60 en relacion a las crias de madres alimentadas con dieta Control.

Peso crias PND 60

*

Peso corporal (g)

X

Figura 5. Peso corporal de crias al dia postnatal 60. El grifico representa el
peso de las crias (g) Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se expresan
como el promedio+SEM. *p<0.05.

Niveles de glucosa sérica
En la figura 6 se observa que la glucosa plasmatica (mg/dL) no muestra diferencias

significativas entre ambos grupos (p>0,05).
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Figura 6. Glucosa plasmtica al dia postnatal 60. El grafico representa los
niveles de glicemia (mg/dL) en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados
se expresan como el promedio =SEM. *p<0.05.

Niveles de leptina sérica

Se determino los niveles de leptina sérica (ng/ml) en ambos grupos al dia postnatal 60. En
la figura 7 se puede observar que la concentracion sérica de leptina entre el grupo Control y

HF no presenta diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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Figura 7. Leptina sérica al dia postnatal 60. El grafico representa la leptina sérica
(ng/ml) al dia postnatal 60 en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se
exprestin como el promedio +SEM.

Niveles de noradrenalina en higado

Para observar si existe una relacion entre el sistema adrenérgico y el desarrollo de EHGNA
se determind la concentracion de NA (ng/mg) en tejido hepatico en el grupo Control y HF.
En la figura 8 podemos ver que existe una diferencia estadisticamente significativa

(p<0,05) entre ambos grupos, en donde el grupo HF tiene mayor concentracion de NA en

higado respecto al grupo Control.
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Noradrenalina en tejido hepatico PND 60
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Figura 8. Noradrenalina en tejido hepitico al dia postnatal 60. El grafico representa la
concentracion de noradrenalina (ng) en razon a la muestra de tejido hepatico (mg) en crias
Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se expresan como el promedio +SEM.
* 5

p<0.05.

Expresion de tirosina hidroxilasa en higado
En la siguiente figura podemos apreciar una disminucion significativa (p<0,05) de TH en
unidades relativas (U.R.) presente en tejido hepético de las crias de madres alimentadas con

dieta HF en comparacion con las crias de madres alimentadas con dieta Control.
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Tirosina hidroxilasa en tejido hepatico PND 60
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Figura 9. Tirosina hidroxilasa en tejido hepatico al dia postnatal 60. El grafico

representa la expresion de tirosina hidroxilasa (U.R.) normalizado con la proteina

constitutiva GAPDH en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se expresan

como el promedio=SEM. *p<0.05.
Con el fin de conocer la influencia del sistema adrenérgico sobre las enzimas involucradas
en el metabolismo de glucosa y lipidos y su relacion con el desarrollo de EHGNA, se

determind la expresion de éstas en tejido hepatico en el grupo Control y HF, como se

muestra en las figuras 10,11y 12.
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Expresion de glucdgeno fosforilasa en higado
En la figura 10 es posible observar que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) entre ambos grupos, en donde el grupo HF presenta una expresién 40% mayor de

la enzima glucdgeno fosforilasa en higado.

Glucdégeno fosforilasa en higado PND 60
1.5+ *

PYGL mRNA/18s mRNA U.R

N S
& <
o(‘

@)
Figura 10. Glucégeno fosforilasa en tejido hepatico al dia postnatal 60. El
grafico representa el mRNA de la enzima glucégeno fosforilasa normalizado por el
gen constitutivo 18s en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se
expresan como el promedio £SEM. *p<0.05.

Expresion de Acetil CoA carboxilasa en higado
En la figura 11 es posible observar que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) entre ambos grupos, en donde el grupo HF presenta una expresion 246% mayor de

la enzima Acetil-CoA carboxilasa en higado.
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Acetil-CoA carboxilasa en higado PND 60
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Figura 11. Acetil-CoA Carboxilasa en tejido hep:itico al dia postnatal 60. El
grafico representa el mMRNA de la enzima Acetil-CoA carboxilasa normalizado por
el gen constitutivo 18s en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados se
expresan como el promedio =SEM. *p<0.05.

Expresion de glucoquinasa hepatica
La expresion de la enzima glucoquinasa hepatica no presentd diferencia estadisticamente

significativa (p>0,05) entre el grupo Control y HF, como se puede ver en la figura 12.
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Glucoquinasa hepatica PND 60
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Figura 12. Glucoquinasa hepaitica en tejido hepitico al dia postnatal 60. El
grafico representa el mRNA de la enzima glucoquinasa hepatica normalizado por el
gen constitutivo 18s en crias Control (n=10) y HF (n=10). Los resultados s¢
expresan como el promedio +SEM.
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Discusion
Si bien, la etiopatogenia del EHGNA ha sido ampliamente investigada, consideramos
fundamental estudiar las enzimas involucradas en lipogénesis, glucogendlisis y glicélisis,
ya que podrian ser las responsables de la acumulacién de lipidos a nivel hepatico y
desarrollo de enfermedad hepatica no alcohdlica en la descendencia de ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa. En el presente estudio observamos que existe un aumento de la
expresion de PYGL en el grupo HF (Figura 10). A pesar de que el mecanismo mediante el
cual NA regula la expresion de esta enzima no esta descrito, existe evidencia de que esta
catecolamina aumenta la actividad de la enzima (40). Esto se atribuye a la union de la NA a
su receptor al-adrenérgico (41) (acoplado a proteina Gq) que, por accién de la cascada de
fosforilacion, finalmente activa la enzima mediante la adicion de un grupo fosfato a través

de la Proteina Kinasa A (PKA).

Recientemente se ha identificado que la activacion de receptores B adrenérgicos (acoplados
a proteina Gs) median la activacion de la enzima glucdgeno fosforilasa kinasa a través de la
via AMPc/PKA, enzima que posteriormente activa a la PYGL mediante una fosforilacion
en serina (42). La PYGL, una vez activada, segmenta secuencialmente los enlaces
glucosidicos para producir glucosa-1-fostato (G-1-P) que por accion de la fosfoglucomutasa
genera glucosa-6-fosfato (G-6-P) (43), que posteriormente se utiliza como sustrato para
otras vias metabdlicas. Si bien no existen evidencias de la regulacién transcripcional de la
enzima PYGL por catecolaminas, en el promotor del gen PYGL se encuentra la secuencia
CGTCA, como elemento de respuesta a AMPc (CAMP response element, CRE) v sitio de

unién al factor de transcripcion CREB (44), el que es fosforilado por PKA (45). En este
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contexto, creemos que la activacion de la via AMPc/PKA/CREB puede ser la causa del
incremento en la expresion de PYGL que observamos en nuestro estudio. De hecho, la
expresion de la isoforma muscular de la enzima glucégeno fosforilasa (P'YGM) es inhibida
por insulina e inducida por la via AMPc/PKA/CREB, cuyos activadores son principalmente

glucagon y catecolaminas (46), y creemos que ocurre lo mismo con la isoforma hepatica.

La expresion de ACC, enzima limitante en el proceso de lipogénesis, también se encuentra
aumentada en el grupo HF (Figura 11). No obstante, en nuestra hipotesis se plantea que el
mecanismo es mediado por la actividad del sistema adrenérgico a través de noradrenalina,

pero su efecto sobre la expresion de la enzima no ha sido dilucidado adn.

Segun Yin y cols. glucagdn reduce la transcripcion de mRNA para enzima ACC (47) y lo
mismo sucede con GCK, que también se ve disminuida por la accion de esta hormona (48).
Ya que glucagon y noradrenalina ejercen su efecto mediante la via de la adenilciclasa (49)
(50), creemos que de esta manera el sistema adrenérgico estaria regulando la expresion
enziméatica de ACC y GCK, que por accion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
activa la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), que a su vez fosforila enzimas o

factores de transcripcion claves en el metabolismo hepético de lipidos y glucosa (45) (51).

Sin embargo, la ACC esta regulada principalmente por accién de la insulina (52). Es por
esto que, en base a estudios previos, creemos que el incremento de insulina que ocurre en
el grupo HF (53) (54) estaria modulando el aumento de la expresion de la enzima en
cuestién y con esto la lipogénesis, a través del factor de transcripcion “proteina de union al
elemento regulador del esterol -1¢” (SREBP-1c) (55) (56). Asimismo, se ha evidenciado

que la expresion de GCK también se ve regulada positivamente por insulina a través de
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SREBP-1c (57), no obstante, la expresion de la enzima glucoquinasa hepética en este
estudio no mostré diferencia entre ambos grupos (Figura 12), esto se puede atribuir a que la
transcripcion de GCK es dosis-dependiente (48), sin existir mayor regulacion mediante
noradrenalina o insulina, por tanto, podria existir una contrarregulacion entre ambas

hormonas, lo que justifica los resultados obtenidos entre el grupo control y HF.

Por lo tanto, la expresion de las enzimas PYGL, ACC y GCK esta regulada por insulina y
NA, hallandose esta ultima aumentada en nuestros resultados (Figura 8), sin embargo, la
enzima limitante en su biosintesis, tirosina hidroxilasa, se encuentra disminuida (Figura 9).
Este resultado no era esperado, ya que atribuiamos el aumento de NA al incremento de la

expresion de la TH.

Creemos que la degradacion de NA en los terminales nerviosos podria estar disminuida al
igual que la sintesis de TH, asi estos mecanismos en su conjunto podrian explicar los
resultados obtenidos. Es por esto que sugerimos que en investigaciones futuras se estudie 3-
metoxi 4-hidroxifenilglicol (MHPG), metabolito de la degradacion de NA por accion de la
enzima MAO vy asi conocer si la degradacion de noradrenalina se encuentra 0 no
disminuida. Ademas, estudiar si la sintesis, actividad y/o degradacion de TH se encuentran

alteradas.

Un estudio reciente demuestra que la microinyeccion de leptina directamente a nivel de
nacleo arcuato, area en donde ademéas del nucleo paraventricular y ventromedial del
hipotdlamo, se expresan sus receptores (58) (59), genera aumento de glucosa sérica lo que

se explica por el incremento de la actividad nerviosa simpatica en higado (60).
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En diversas investigaciones con un modelo experimental similar al nuestro, se ha
demostrado que las crias de madres con obesidad inducida por la dieta presentan
hiperleptinemia durante las primeras semanas de vida (PND 2, 22, 27) (35) (36). Sin
embargo, los resultados de nuestro estudio no muestran una diferencia significativa en los
niveles de leptina sérica en las crias del grupo Control versus las crias del grupo HF (Figura
7). Esto podria explicarse por la existencia de resistencia a la insulina desarrollada en la
adultez, demostrada por nuestro grupo de investigacion en este modelo experimental (54),
la que genera un aumento de la lipdlisis (23), disminuyendo asi la hiperleptinemia al PND

60.

Por Gltimo, es importante destacar que un aumento de las enzimas PYGL y ACC, implican
mayor sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos a nivel hepético, a lo que se suma una
alteracion en el trasporte de VLDL mediado por insulina, lo que provoca una mayor

acumulacion de triglicéridos en higado (23) (24), condicion caracteristica en EHGNA.

Es fundamental acentuar que las ratas de ambos grupos experimentales fueron alimentadas
con dieta control después del destete, lo que demuestra que los cambios metabdlicos
observados en la descendencia se deben a la programacién perinatal de las crias a causa de

la alimentacion materna en el periodo preconcepcional, gestacional y durante la lactancia.

Finalmente, no se puede afirmar que en crias de madres obesas la leptina, a través de la
estimulacion simpatica, sea responsable de generar EHGNA mediante la alteracion de las
enzimas hepaticas estudiadas. Sin embargo, el SNS estaria contribuyendo al mecanismo por
el cual aumenta la acumulacion de lipidos en higado debido a un incremento de NA, pues si

bien no es fundamental en la via de lipogénesis, aporta con el aumento de sustrato, glucosa
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6-fosfato (61), que sumado a la disminucion de glucosa 6-fosfatasa descrita en pacientes
con enfermedad hepética cronica (62) genera que el producto final de la glucogendlisis,
glucosa, no sea exportada a circulacion y de esta forma la glicemia no muestre diferencias
entre los grupos experimentales (Figura 6). Los resultados de esta tesis ratifican que
EHGNA es multifactorial y es necesario continuar investigando el rol del SNS en el origen

de la enfermedad hepatica no alcohdlica.
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Conclusiones
- La descendencia de ratas madres alimentadas con una dieta alta en grasa no presenta
diferencia en los niveles de leptina sérica en relacion a la descendencia de madres

alimentadas con dieta control.

- Las ratas hijas de madres obesas presentan una disminucion en los niveles de TH hepética

en comparacion a las ratas hijas de madres control.

- Los niveles de NA en higado se encuentran aumentados en ratas hijas de madres

alimentadas con una dieta alta en grasa.

- En el grupo HF la expresion de las enzimas PYGL y ACC se encuentra aumentada,

mientras que la enzima GCK no presenta cambios, en comparacion al grupo Control.
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