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Resumen

Los porcentajes de sobrepeso y obesidad afectan tanto a hombres como mujeres en Chile.
Sumado a esto, ha aumentado la sospecha de Diabetes Mellitus en la poblacién, lo que
aumenta el riesgo en las futuras gestantes. Las consecuencias de la obesidad gestacional
han sido ampliamente estudiadas, con un elevado riesgo en la descendencia de desarrollar
patologias como intolerancia a la glucosa, hipertension arterial, obesidad, entre otras.
Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la descendencia femenina de
rata con obesidad inducida por una dieta alta en grasa, presentan alteraciones metabdlicas
que conllevan a la Enfermedad del Higado Graso no Alcohdlico (NAFLD), asi también se
ha dilucidado en este mismo modelo que Metformina tiene efectos sobre el Sistema
Nervioso Simpatico en ovario. En base a esto se plantea que la administracion del farmaco
en ratas gestantes obesas previene el desarrollo de Higado Graso No Alcohodlico en la
descendencia, a través de una disminucion de la actividad simpética en higado y la
modulacion de las enzimas relacionadas con el metabolismo de lipidos y carbohidratos. Se
utilizo la descendencia de ratas de la cepa Sprague-Dawley sometidas a dieta control o alta
en grasa, con o sin tratamiento de Metformina. Analizamos el peso corporal, el peso
hepatico, el peso de grasa retroperitoneal, los niveles de glucosa, los niveles de NA, los
niveles de MHPG, la razon MHPG/NA, y la expresion de las enzimas TH, PEPCK, ACC y
PYGL en higado. Si bien por dificultades experimentales las enzimas no fueron medidas, se
observd que Metformina aumentd las concentraciones de NA, mientras que la razon

MHPG/NA vy la expresion de TH se encontraban disminuidas respecto a los grupos no



tratados. Asi también, la grasa retroperitoneal disminuy6 respecto a los grupos sin tratar.

Esto indica un efecto potencial del farmaco sobre NAFLD, que continGa por dilucidarse.



Abstract

Effects of treatment with metformin on obese pregnant rats on the predisposition to

the development of the non-alcoholic fatty liver disease of the offspring

The percentages of overweight and obesity affect men and women in Chile. Additionally,
the suspicion of Diabetes Mellitus in the population has increased, which increases the risk
in future pregnant women. The consequences of gestational obesity have been studied, with
a high risk in the offspring of developing pathologies, for example, glucose intolerance,
hypertension, obesity, etc. Studies in our laboratory demonstrate that the female offspring
of rat with obesity induced with high fat diet presents metabolic alterations that result in
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), has also been elucidated in this same model that
Metformin has effects on the Sympathetic Nervous System in the ovary. Based on this, it is
stated that the administration of the drug in obese pregnant prevents the development of
non-alcoholic fatty liver in the offspring, through a decrease in the sympathetic activity in
the liver and the modulation with the related enzymes in the metabolism of lipids and
carbohydrates. The offspring of rats of the Sprague-Dawley strain were sometimes used a
diet control or high in fat, with or without Metformin treatment. We analyzed body weight,
liver weight, retroperitoneal fat weight, glucose levels, NA levels, MHPG motifs, MHPG /
NA ratio, and the expression of TH, PEPCK, ACC and PYGL enzymes Liver Although the
enzymes were not measured due to the experimental difficulties, metformin increased the
levels of NA, while the MHPG / NA ratio and the TH expression were decreased compared

to the untreated groups. Likewise, the retroperitoneal fat decreased with respect to the



untreated groups. This indicates a potential effect of the drug on NAFLD that continues to

elucidate.
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Introduccion

El sobrepeso y la obesidad son producto de la acumulaciéon de grasa de manera
anormal o excesiva en el organismo. La causa principal de estas alteraciones es un
desequilibrio energético, donde las calorias consumidas son superiores a las requeridas.
Otro factor importante es el sedentarismo, que es la disminucion de la actividad fisica.
Entre los afios 1980 y 2014, la prevalencia mundial de obesidad ha aumentado méas del
doble, siendo el 13% de la poblacion adulta en el mundo obesos durante el 2014 (11%
hombres y 15% mujeres) y el 39% con sobrepeso durante el mismo afio (38% hombres y
40% mujeres) [1]. La situacion en Chile es alarmante: La Encuesta Nacional de Salud 2009
— 2010 indica que el 66,3% de la poblacion general entre 15 y 64 afios presenta
malnutricidn por exceso, de los cuales 39% corresponde a sobrepeso, un 25% a obesidad y
un 2,3% a obesidad morbida. Del porcentaje correspondiente a la poblacién general, un
64,3% pertenece a mujeres con exceso de peso. Siendo mas especificos aun, el 51% de las
mujeres en edad fértil (entre 15 y 44 afios de edad) poseen exceso de peso [2]. En base a lo
anterior, la posibilidad de que existan mujeres embarazadas que presenten sobrepeso u
obesidad es alta. De hecho, el nimero de gestantes chilenas que mantiene controles con
establecimientos del Sistema Nacional de Servicios de Salud (SNSS) y que sufre un exceso
de peso ha ido en aumento. Por ejemplo, en el afio 2010 las embarazadas con exceso de

peso representaban un 54,9% y al afio 2014 han aumentado hasta un 60,9% [3].

Las gestantes que cursan con exceso de peso previo y durante el embarazo son

propensas a sufrir diversas complicaciones como preeclampsia, diabetes gestacional,
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hipertension gestacional, aborto recurrente, macrosomia, mortalidad materna y fetal [4].
Dichas complicaciones en el embarazo pueden repercutir en la salud de la madre desde
puerperio y también a largo plazo, aumentando el riesgo de diabetes tipo 2, y enfermedades

cardiovasculares como hipertension arterial y dislipidemias [5].

Por otro lado, la exposicion temprana a un ambiente de sobrenutricion podria tener
consecuencias para el desarrollo in utero y post-parto en la descendencia. Lo anterior forma
parte de un concepto denominado “reprogramacion del desarrollo”, “programacion fetal” o
“programming”. El programming consiste en modificaciones en el ambiente uterino, a
nivel nutritivo y/u hormonal durante periodos criticos del desarrollo del embarazo que
pueden alterar la expresion del genoma fetal. Como consecuencia se provocarian cambios
permanentes tanto en la estructura como en la funcién del organismo durante la adultez [6]
[7]. Estos cambios llevan a un aumento del riesgo de resistencia a la insulina y una
biosintesis de lipidos exagerada [8-10] con implicaciones para la induccion del Higado

Graso No Alcohdlico o NAFLD (del inglés non-alcoholic fatty liver disease) [11] [12]

El concepto de higado graso no alcohdlico incluye alteraciones minimas que van
desde la esteatosis hepética hasta la cirrosis e insuficiencia hepética [13] [14]. A su vez se
encuentra relacionada con obesidad, diabetes mellitus, e hiperlipidemias, entre otras

enfermedades [15].

El mecanismo patogénico de NAFLD se asocia con la resistencia a la insulina y
puede explicarse como una teoria de “doble impacto”: en el primer impacto las células
adiposas disminuyen su capacidad de captar insulina y por ende existe una hiperinsulinemia

compensatoria. En este contexto se favorecen vias catab6licas como la lipdlisis en el tejido
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adiposo, donde la Lipasa Sensible a Hormonas (LSH) desdobla los triglicéridos en Acidos
Grasos Libres (AGL) y Glicerol. A esto se suma una disminucion de la absorcion de
glucosa en masculo esquelético, un aumento de gluconeogénesis en hepatocitos, una
disminucion de la glucogenogénesis y un aumento de la captacion de AGL. Luego, en el
segundo impacto los hepatocitos intentan compensar a través de la B-Oxidacion el gran
flujo de AGL. En condiciones normales se forman radicales libres de oxigeno que son
eliminados por vias antioxidantes, pero debido al exceso de Acidos Grasos Libres se genera
un estres oxidativo. Esto genera lesion celular y disfuncion mitocondrial. En base a esto se
produce un ambiente pro-inflamatorio, a traves de la liberacion de componentes como
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a), Transforming Growth Factor Beta (TGF-B),
interleuquinas-8 (IL-8) e interleuquinas-6 (IL-6), las cuales han demostrado reducir la
expresion de CYP3A y otros citocromos del higado. Junto a los procesos lipotoxicos, se
activan las vias que favorecen la fibrosis, necrosis y apoptosis en el higado, disminuyendo
progresivamente su funcion. Cabe destacar que una acumulacion excesiva de TG en el
higado, provoca la alteracion del transporte de triglicéridos como las Very Low-Density

Lipoprotein (VLDL), que inhibiria la B- oxidacion de acidos grasos [16] [17].

También existe otra teoria que explicaria los mecanismos patogénicos de NAFLD: La
teoria de multiples impactos. A diferencia de la teoria anterior, explica NAFLD no so6lo
iniciaria con la resistencia a la insulina, si no que a base de factores multiples e incluso
paralelos como el sedentarismo, la composicién de la dieta, la alteracion de la microbiota
intestinal, los procesos inflamatorios derivados de la obesidad e incluso la predisposicion

genética [18].
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La relacion entre la obesidad materna y el desarrollo del higado graso no alcohdlico
en la descendencia ha sido sugerida por varios estudios, siendo la causa principal una
alteracion metabdlica durante el embarazo. En la descendencia de ratas obesas se ha
observado un aumento de marcadores de lesion hepatica en conjunto a un aumento del tono
del Sistema Nervioso Simpatico (SNS), con maltiples consecuencias en higado [11] [19].
También se ha visto un aumento en los triglicéridos hepaticos, esteatosis y un mayor peso

hepatico en la adultez [20].

La inervacion simpatica en higado ocurre a través del nervio esplacnico y de sus fibras
postganglionares, originadas en el ganglio celiaco [21] [22] que finaliza en neuronas
simpaticas las cuales son uno de los principales sitios de accion de produccion de
catecolaminas: dopamina, adrenalina y noradrenalina (NA), que derivan de la
dihidroxifenilalanina (DOPA) [23]. El aminoacido tirosina se metaboliza a DOPA por
medio de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), la cual es la enzima limitante de la sintesis de
catecolaminas. El producto posterior a DOPA, catalizada por la enzima dopa-
descarboxilasa, es dopamina, y esta es capturada por vesiculas de almacenamiento. Por
ultimo, y por la accion de la enzima dopamina B-hidroxilasa se obtiene NA que serd
liberada al espacio sinaptico en respuesta a un estimulo nervioso [24]. Luego de ser captada
por la neurona, la noradrenalina es inactivada por almacenamiento o desaminada
oxidativamente por la enzima monoaminooxidasa (MAO) a 3,4-dihidroxifenilglicol
(DHPG) antes de ser reducida y O-metilada por la enzima Catecol-O-metiltransferasa

(COMT) a 3-metoxi- 4-hidroxi-fenilglicol (MHPG). Noradrenalina puede ser catabolizada
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por COMT directamente, formando Normetanefrina (NMN) para posteriormente, formar

MHPG a través de la enzima MAO [23] (Figura 1).

En hepatocitos predominan receptores de membrana del tipo f-adrenérgicos [25].
Se sabe que noradrenalina ejerce su efecto a través de receptores [-2-adrenérgicos que
genera una acumulacion de AMPc conduciendo a la activacién de la proteina quinasa
dependiente de AMPc. A su vez se fosforilan muchas enzimas implicadas en la

glucogendlisis y gluconeogénesis [26].

También alteran el metabolismo del glucdégeno hepéatico (glucogendlisis) y la

gluconeogenesis a través de los receptores a-adrenérgicos [27] (Figura 2).

En cuanto al metabolismo de lipidos, las catecolaminas tienen un efecto sobre la
lipdlisis en tejido graso. Al unirse a receptores a-adrenérgicos, complejo que se une a
proteina G, se inhibe adenilato ciclasa y con ello las concentraciones de AMPc. Con ello la
LSH no se fosforila y la lipolisis no se lleva a cabo. La union a receptores [-adrenérgicos,

en cambio, provocan la fosforilacion de LSH, produciéndose la lipolisis [28].
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Figura 1: Biosintesis, liberacién y metabolismo de Noradrenalina. NA: Noradrenalina, DA: Dopamina,
MAQO: Enzima Monooxidasa, NMN: Normetanefrina, COMT: enzima Catecol-O-metiltransferasa, DHPG:
3,4-dihidroxifenilglicol, MHPG: 3-metoxi- 4-hidroxi-fenilglicol. ~ Flechas  Azules:  Biosintesis,
Almacenamiento, Liberacién, Unién a Receptor y Recaptacién. Flechas Rojas: Metabolismo de NA. Fuente:

Elaboracion Propia.

En un estudio previo en nuestro laboratorio [19] se escogieron enzimas relacionadas, pero
fundamentales para el metabolismo de carbohidratos y lipidos, y la patogénesis de NAFLD:
Glucdgeno Fosforilasa (PYGL) y Acetil-Coa Carboxilasa (ACC). La primera enzima se

encarga de la degradacion del glucégeno hepatico, escindiendo puentes a-1,4 glicosidicos
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para liberar glucosa-1-fosfato (G1P) que puede entrar a la via de pentosa fosfato por medio

de la conversion a glucosa-6 Fosfato (G6P) [29].

I Catecolamina ] I Catecolamina

Receptor B,  Proteina G,

L[
uE

Proteina G,
Receptor @ 4

Adenilato Ciclasa

: Proteina
Proteina Kinasa-

Kinasa cAMP

r'IFF«}";’ﬁurriIau:iuirn de enzimas:
- PEP

-  Glucogeno fosforilasa
- Glucogenosintasa

\ FBPasa-2
.
Activacion Glucogendlisis 1 Fosforilacion de Proteinas
Activacion Gluconeogénesis Activacion Glucogendlisis
-

é Proteina
Kinasa C

Figura 2: Tipos de receptores adrenérgicos en Hepatocito. El receptor adrenérgico B-2 estd acoplado a

Proteina Gs y posee una cascada desde Adenilato Ciclasa. El receptor adrenérgico a-1 acoplado a proteina Gq

y activa a Fosfolipasa C (PL-C), aumentando la concentracién de Calcio citoplasmatico y la activacion de

Proteina Kinasa C. Ambos receptores activan vias gluconeogénicas. PIP2 (fosfatidilinositol bifosfato), 1P3

(inositol trifosfato), DAG (diacilglicerol). Fuente: Elaboracién Propia.
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Estas enzimas aumentan su expresion en hijas de madres alimentadas con dieta alta en
grasa. La causa seria la acumulacién de lipidos en higado que exacerbaria el nimero de
sustrato glucosa 6-fosfato. La unioén de noradrenalina al receptor o -adrenérgico en higado
aumenta la liberacion de Ca®" del reticulo endoplasmatico, que activa la enzima PYGL

[29].

Una investigacion realizada en ratas descendientes de madres obesas, ambos
alimentados con dieta alta en grasa, se ha descrito una oxidacion disminuida de lipidos a
través de una baja fosforilacion realizada por ACC. Esta enzima, al producir malonil-CoA,
inhibe la oxidacién de acidos grasos. A su vez, sugiere que la transferencia materna de
lipidos durante la gestacion estaria asociada con cambios metabolicos a nivel fetal,
reduciendo el transporte de TG y disminuyendo la oxidacion lipidica, con lo anterior

aumenta el riesgo de NAFLD [30][31]

Cabe destacar, que en la gluconeogénesis existen tres enzimas que constituyen
etapas limitantes y reguladoras del proceso: la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK),
la fructosa 1,6 bisfosfatasa (FBPasa) y la Glucosa-6-Fosfatasa (G6Pasa). PEPCK cataliza la
conversion de oxaloacetato en fosfoenolpiruvato, la fructosa-1,6-bifosfatasa desde fructosa-
1,6-bifosfato a fructosa-6-fosfato, y la G6Pasa cataliza el paso final de la gluconeogénesis,

la produccion de glucosa libre desde Glucosa-6-fosfato [32] (Figura 3).
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Figura 3: Enzimas limitantes en el proceso de gluconeogénesis. La enzima PEPCK seria la de interés a
investigar en este trabajo. PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, FBPasa: fructosa 1,6 bisfosfatasa,

G6Pasa: Glucosa-6-Fosfatasa Fuente: Elaboracién Propia.

En el estudio antes mencionado [30] se observo que la enzima PEPCK aumenté en un 35%

en el grupo con dieta alta en grasa en comparacion con el grupo control.

Algunos estudios indican que metformina puede disminuir la gluconeogénesis a
nivel hepatico, y la produccion de triacilglicerol en nifios y adultos con NAFLD [33, 34].
Este normoglicemiante oral ha sido también el mas estudiado como parte del tratamiento de
la diabetes gestacional, demostrando seguridad y efectividad durante el segundo y tercer

trimestre de embarazo [35]. El farmaco disminuye la produccion de glucosa hepética y la
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absorcion intestinal de glucosa, aumentando la captacion periférica de glucosa y su
utilizacion. Metformina actla sobre la mitocondria, estimulando la beta-oxidacion y la
actividad piruvato kinasa, produciendo una disminucion de las enzimas lipogénicas. Sus
principales efectos son la reduccion de la sintesis hepatica de glucosa, el aumento de la
captacion de insulina en el musculo esquelético y en los adipocitos, con una consecuente
disminucion de la oxidacion de AGL. Esto se asociaria con el mejoramiento alteraciones

metabdlicas como la esteatosis hepatica [36].

La diabetes gestacional altera diversos sistemas en el feto; el pobre control
glicémico desde el inicio del embarazo afecta la organogénesis y el control tardio de la
composicion corporal, incluyendo macrosomia y dificultad [37]. Esta comprobado en
diversos estudios que dietas altas en grasa previo y durante la gestacion tiene como una de
sus consecuencias una resistencia a la insulina, el cual es parte importante de la patogénesis
de NAFLD en la teoria de “doble impacto” [37-39]. Ademas en un estudio realizado en
nuestro laboratorio se observd que la descendencia femenina de madres obesas presenta

esteatosis representada por la presencia de vesiculas lipidicas en los hepatocitos [40].

Resultados previos en nuestro laboratorio muestran que la concentracion de MHPG
en ovario disminuye con el uso de metformina en la descendencia femenina de ratas madres
obesas (alimentadas con dieta HF), respecto al grupo control. Del mismo modo el grupo
HF+MET (Dieta High Fat + Metformina) también experiment esta disminucion respecto
al grupo control HF. Para estos grupos la razon MHPG/NA también tiene los mismos
resultados [41]. Lo anterior podria sugerir que existe una disminucion en la degradacion de

NA.
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Existe la posibilidad de que, entonces, los efectos de metformina sobre la resistencia
a la insulina, la glicemia, el metabolismo de carbohidratos y lipidos, entre otros... pudieran
prevenir o disminuir el desarrollo del higado graso no alcohdlico en la descendencia

femenina de madres con dieta alta en grasa.
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Hipotesis
La administracion de metformina en ratas gestantes obesas previene el desarrollo de Higado

Graso No Alcohdlico (NAFLD) en la descendencia a través de una disminucién de la

actividad simpatica en higado.
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Objetivo General
Evaluar el efecto de la metformina administrada durante la gestacion sobre el control
simpatico en el desarrollo de higado graso no alcohdlico, en la expresion de enzimas
hepéticas relacionadas con el metabolismo de lipidos y carbohidratos en ratas adultas

descendientes de madres con obesidad inducida por la dieta y tratadas con metformina.

Objetivos Especificos
- Determinar la concentracion de noradrenalina (NA) y 3-metoxi- 4-hidroxi-fenilglicol
(MHPG) en el higado de ratas adultas descendientes de madres alimentadas con una dieta
alta en grasa o dieta control y tratadas con metformina.
- Cuantificar la expresion de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) en el higado de ratas
adultas descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa o dieta control y
tratadas con metformina.
- Determinar la expresion de las enzimas glucogeno fosforilasa (PYGL), acetil CoA
carboxilasa (ACC) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) en el higado de ratas
adultas descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa o dieta control,
tratadas con metformina.
- Cuantificar el peso corporal, peso de grasa retroperitoneal (RpAT) y peso hepético en de
ratas adultas descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa o dieta
control, tratadas con metformina.
- Determinar la glicemia de ratas adultas descendientes de madres alimentadas con una

dieta alta en grasa o dieta control, tratadas con metformina.
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Materiales y Métodos

Variables
Independientes Dependientes
Dieta Control Noradrenalina (NA) (ng/mg higado)
Dieta Control + 3-metoxi- 4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) (pg/mg de
Met higado)
Dieta HF Tirosina hidroxilasa (TH) en higado (U.R. a GADPH*)

Niveles de ARNm de enzimas hepaticas PYGL, ACC,
Dieta HF + Met
PEPCK (U.R. a GAPDH¥)

Todas las variables dependientes a estudiar son cuantitativas continuas. *Los
valores obtenidos en Westernblot y gPCR seran representados en unidades relativas (U.R.)

con respecto al gen constitutivo GAPDH (Técnica semicuantitativa).

Tipo de estudio

Estudio analitico experimental longitudinal prospectivo.
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Animales

Se utiliz6 higados congelados a temperatura -80°C procedentes de una serie experimental
del Proyecto FONDECYT 11130707, cuyo investigador responsable es el Profesor Gonzalo
Cruz Neculpan. La serie corresponde a la descendencia femenina de 20 ratas hembras de la
cepa Sprague Dawley, cuyo disefio experimental se explicara mas adelante. Las ratas
madres del estudio poseian un peso de 150 a 200g al inicio del estudio, las cuales
posteriormente se conservaron en la sala de mantencion de animales del Instituto de
Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso durante todo el
protocolo, en un ambiente con temperatura controlada (20-22°C), con ciclos de luz y

oscuridad de 12 horas, y con alimento y agua ad libitum.

Dieta de los Animales

Las ratas madres fueron alimentadas con una dieta control (Lab diet, 23% Proteina, 64%
Hidratos de Carbono, 13% Lipidos; equivalentes a 4 Kcal/g), o una dieta alta en grasas
(High Fat: HF, Research DietTM USA,; 20% Proteina, 20% Hidratos de Carbono y 60%
Lipidos; equivalentes a 5 Kcal/g). Cabe destacar que todas las ratas hembras descendientes
fueron alimentadas con la dieta control mencionada anteriormente, desde el destete (dia 21

de vida; PND21) hasta el momento de la eutanasia.
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Disefio Experimental

Las 3 primeras semanas, posterior a la llegada de los animales a la sala de mantencion,
todos los animales fueron habituados a las condiciones experimentales con dieta control. Se
registrd diariamente el peso corporal, la ingesta de alimentos y el ciclo estral en que se
encontraban, a través de frotis vaginal. A la tercera semana las ratas fueron divididas
aleatoriamente, segun su dieta, en dos grupos (n=10): Dieta Control (CD) / Dieta Alta en
Grasas (HF); la cual se mantuvo hasta el periodo de destete que corresponde el dia post-
natal (PND) 21. Para el grupo de ratas tratadas con metformina la administracion del

farmaco se realizé a las madres una semana antes de la cruza y hasta el PND 14 de las crias.

Luego de 4 semanas de ocurrida la separacion entre los grupos, independiente de la dieta,
todas las ratas fueron cruzadas con machos reproductores alimentados con CD. Mediante la
observacion del frotis vaginal se realizd confirmacion de prefiez en estos casos: al
encontrarse espermatozoides en dicho frotis o que el animal haya pasado 2 ciclos estrales
sin pasar por fase estro (sin ovulacion), es decir, con ocho diestros consecutivos. Las crias
fueron sexadas al PND1 mediante observacién genital. Posterior al periodo de destete
(PND 21), las crias fueron separadas de sus madres y se les aliment6 con CD. Las crias se
eutanasiaron al PND 60 durante la etapa estro del ciclo estral, mediante decapitacion. Al
momento de la eutanasia se recolectd sangre para la extraccion de suero, se midio glicemia
y se recolectaron distintos drganos, entre ellos, una seccién del 16bulo mayor del higado por
cada rata. Los procedimientos de eutanasia de los animales de experimentacion fueron

realizados por personal capacitado en bioética y manejo de animales. Todos los
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procedimientos experimentales han sido aprobados por el Comité Institucional de Bioética

para el Cuidado de Animales de la Universidad de Valparaiso (CIBICA-UV).

Tratamiento con Metformina

Para el grupo de ratas madres tratadas con metformina (met), una semana antes de iniciar el
periodo de cruza se re-agruparon en los siguientes 4 subgrupos (n=5): CD, CD+Met, HF y
HF+Met. Las madres estuvieron en tratamiento hasta el dia 14 de lactancia ya que desde
ese momento las crias comienzan a alimentarse por su cuenta y podrian consumir la
metformina también. La administracién de metformina se hizo a través de un vehiculo de
gelatina, con una dosis terapéutica en ratas de metformina clorhidrato de 250 mg/Kg
peso/dia (metformina 100g, preparado magistral Ecovital). EI grupo control sin metformina

consumio un vehiculo de jalea sin el farmaco.

Extraccion de proteinas

Para homogenizar los tejidos se utilizé un buffer de lisis RIPA (50 mM de Tris HCI pH 8,
150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 2 mM de EDTA pH 7,4 y 1,5 mM de
PMSF) con adicion de un inhibidor de proteasas comercial (Protease Inhibitor Cocktail,
Promega, Cat: G6521). Se homogenizé entre 40 a 50 mg de tejido en un homogeneizador
vidrio-vidrio de 1mL y se agreg6 10 veces el volumen de buffer de lisis. Se coloc6 en una
centrifuga Marca Thermo Scientific a velocidad maxima (13,000 — 15,000 rpm por 5

minutos), para posteriormente recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo. De alli se saco
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10 uL, diluyéndose con 990 pL de agua destilada, quedando en una proporcion de 1:100.

Tanto el homogenizado como las muestras se guardaron a -20°C hasta que se analicen.

Determinaciéon de los niveles de NA y MHPG por cromatografia liquida de alta
resolucion acoplado a deteccion electroquimica (HPLC-EC)

Parte de la muestra del higado se homogeniz6 en base a una solucion de 200 pL de &cido
perclorico 0,2 N y se centrifugd durante 15 min a 4°C, con una velocidad 12,000 rpm. El
sobrenadante fue separado y almacenado a -80°C. Posteriormente se filtrd por un poro de
0,22 pum (13 mm Luer Syringe Filter), y se inyectd 20 pL de este filtrado en el sistema de
HPLC plus Jasco PU-2089s acoplado a un detector electroquimico EICOM ECD-700S y
al digitalizador Jasco LC-Netll / ADC, con una columna Kromasil 100-3,5-C18
(AkzoNobel). La fase movil, compuesta de 0,1 M NaH2PO4 x H20, 0,14M Octil sulfato,
0,02% EDTA y 1,5 % Acetonitrilo a pH 2,6, se bombed con un flujo de 1 mL/min.
Luego, las areas de los picos de NA de estas muestras se compararon con estandares de
referencia, pudiendose calcular también las concentraciones de NA usando una curva de
calibrado. Para la construccion de los cromatogramas se utilizé el software JASCO
ChromPass Chromatography Data System v1.7.403.1. Por ultimo, obteniendo la cantidad

de NA y MHPG, se normalizd por peso de cada una de las muestras.
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Determinacién semi-cuantitativa de la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa en
higado por Western Blot

Primero se homogenizé 20mg del tejido en un buffer RIPA, correspondiente 10 veces el
peso del tejido, en un volumen de 200uL. Estas muestras luego fueron centrifugadas para
obtener una fraccion purificada de sus proteinas. Posteriormente se realizé electroforesis en
un gel SDS-PAGE (SDS-poliacrilamida al 10%), para luego, ser transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Para bloquear los sitios inespecificos se utilizd leche
descremada al 5% diluida en TBS-T. Para la identificacion de la enzima tirosina hidroxilasa
se utilizd como anticuerpo primario Rabbit pAb Anti-tyrosine hydroxylase (Cat. 657012
SIGMA-ALDRICH), y como anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG (Cat. 7074S Cell
Signaling) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP). Los resultados normalizaron en
base a un anticuerpo para la proteina constitutiva GAPDH (Cat. G9545 SIGMA-

ALDRICH).

Determinacidn de expresion de las enzimas glucogeno fosforilasa (PYGL), acetil CoA
carboxilasa (ACC) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) a través de RT-
gPCR

Para la extraccion de RNA total en higado se utiliz6 E.Z.N.A.® Total RNA Kit | (OMEGA
BIO-TEK, Cat. R6834-02CH). La transcripcion reversa de realizd6 con 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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En la Tabla 1 se muestran los partidores utilizados para la amplificacion del cDNA

obtenido de la trascripcion reversa, a través del PCR en tiempo real (QPCR), cuyos datos

fueron normalizados por el gen constitutivo GAPDH.

Tabla 1. Partidores de enzimas PYGL, ACC, PEPCK-1 y gen constitutivo GAPDH. [19] [42]

Gen

Partidor Foward

Partidor Reverse

Glyceraldehyde-3-phosphate

5’-GAT GCCCCCATGTTT

5’-CGT CAT GAG CCCTTC

dehydrogenase (GAPDH) GGAT -3’ CAC AAT -3’
Glycogen phosphorylase, liver | 5> —-CCC GAG CAC CCA ATG | 5>-GCG AGT GCG GGA TGT
form (Pygl) ACT TTA ACC-3’ GTG TCA-3’

Phosphoenolpyruvate 5’-GAC CCT GAT TGC TCA 5’- AAG GCT GCT GCC
carboxykinase 1 (Pepck-1) CCTCC-3 AGG TATTT -3’

Acetyl-Coenzyme A 5>’—AAC ATCCCG CACCTT 5’-CTT CCA CAA ACC
carboxylase (Liver) (Acc) CTTCTAC-3 AGC GTC TC-3’

En la tabla 2 se resumen las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en cada ciclo

de amplificacion para cada gen utilizado:

Tabla 2. Condiciones de tiempo y temperatura utilizados en PCR en tiempo real. [19] [41]

Gen Desnaturalizacion Alineacion Elongacion
Glyceraldehyde-3-phosphate 95°C x 10 seg. 60°C x 20 seg. 72°C x 30 seg.
dehydrogenase (GAPDH)
Glycogen phosphorylase, liver 95°C x 10 seg. 65°C x 15 seg. 72°C x 20 seg.
form (Pygl)
Phosphoenolpyruvate 95°C x 10 seg. 55°C x 15 seg 72°C x 20 seg.
carboxykinase 1 (Pepck-1)
Acetyl-Coenzyme A carboxylase 95°C x 10 seg. 61°C x 15 seg. 72°C x 20 seg.
(Liver) (Acc)
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Analisis Estadistico

Para el analisis de datos se utiliz6 GraphPad Prism®, versién 6.01. Los resultados fueron
expresados en términos del promedio * el error estdindar medio (SEM), con un nivel de
significancia de p < 0,05 y un nivel de confianza entre 1,05 y 0,099, para indicar
diferencias estadisticamente significativas. A través del test D’Agostino — Pearson, se
determiné si era posible asumir que los datos obtenidos tienen una distribucién normal.
Para los resultados normales se utilizé la prueba One — Way ANOVA con Post Test de
Fisher’s LSD, de no resultar normales se utilizd la prueba One — Way ANOVA con Post
Test de Kruskal — Wallis. Ambos post-test se realizaron con el objeto de evaluar diferencias

significativas entre las medias experimentales.
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Resultados

Peso corporal

En la figura 4 se aprecia el peso corporal en gramos (g) de las ratas descendientes de
madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin tratamiento con metformina, a
los 60 dias de edad (PND 60). Se observa que en el grupo HF existe una tendencia a un
peso corporal mayor que las ratas control (P=0,0970). Las crias de madres con tratamiento
con metformina, independiente de la dieta materna, no presentan diferencias significativas

de peso (P<0.005) al PND60 con respecto a los grupos sin tratamiento.
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Figura 4: Peso corporal de crias al PND 60. El gréafico representa el peso de las crias en gramos (g) al dia
postnatal 60 de los grupos Control (n = 9), Control + Met (n=10), HF (n=9) y HF + Met (n=8). Los resultados
se expresan como el promedio + EEM. La significancia se obtuvo mediante el test de ANOVA con post test

de Fisher. P =0,0970 y P=0,0939, vs Control.
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Peso de Grasa Retroperitoneal (RpAT)

En la figura 5 se aprecia el peso de la grasa retroperitoneal en miligramos (mg), de las
ratas descendientes de madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin
tratamiento con metformina, a los 60 dias de edad (PND 60). El peso de la grasa
retroperitoneal fue mayor en las crias del grupos HF en comparacion con los grupos
Control y Control + Met. Mientras que el peso de la grasa retroperitoneal fue mayor en el

grupo HF + Met comparado con el grupo Control.
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Figura 5: Peso de RpAT en crias al PND 60. El grafico representa el peso de la grasa retroperitoneal (en
miligramos) al dia postnatal 60 de los grupos Control (n = 10), Control + Met (n=10), HF (n=9) y HF + Met
(n=9). Los resultados se expresan como el promedio + EEM. . La significancia se obtuvo mediante el test de

ANOVA con post test de Fisher. * = P<0.05 vs Control. *** = P<0.001 vs Control o Control - Met.
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Peso Hepético
En la figura 6 se observa el peso hepatico en gramos (g) de las ratas descendientes de
madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin tratamiento con metformina, a

los 60 dias de edad (PND 60). Los datos no muestran diferencias significativas (p<0,05)

entre los grupos.

Peso del Higado de crias PND 60

Peso de Higado (g)

Figura 6: Peso Hepatico de las crias al PND 60. El grafico representa el peso del higado (en gramos) al dia
postnatal 60 de los grupos Control (n = 10), Control + Met (n=10), HF (n=9) y HF + Met (n=9). Los

resultados se expresan como el promedio £ EEM.
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Niveles de Glucosa Sérica

En la siguiente figura se grafican los niveles de glucosa sérica o glicemia en mg/dL, de
ratas descendientes de madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin
tratamiento con metformina, a los 60 dias de edad (PND 60). Los datos no presentan

diferencias significativas (p<0,005) entre los grupos.

Glicemia de Crias al PND 60

200 -
=
°
S 150 -
E
< [
1S
(] -
o 100
o

50+ T

N " -
< N X Q°
0(\ \X x
< &° N
K
(¢}

Figura 7: Glucosa Sérica o Glicemia de las crias al PND 60. El gréafico representa la glicemia al dia postnatal

60 de los grupos Control (n = 9), Control + Met (n=9), HF (n=10) y HF + Met (n=10). Los resultados se

expresan como el promedio + EEM.
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Niveles de Noradrenalina en Higado

En la figura 8 se observa la concentracion de noradrenalina hepatica en ratas descendientes
de madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin tratamiento con metformina,
a los 60 dias de edad (PND 60). Los grupos tratados con metformina poseen una mayor
concentracion de noradrenalina en higado en comparacion al grupo Control. En el caso de
las crias HF la concentracién de esta catecolamina tiende al aumento con respecto al grupo

Control (P = 0,0872).

Concentracion de NA en Higado
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Figura 8: Concentracion de noradrenalina (NA) en higado. El gréafico representa concentracion de
noradrenalina (en ng/mg de tejido) al dia postnatal 60 de los grupos Control (n = 10), Control + Met (n=10),
HF (n=9) y HF + Met (n=10). Los resultados se expresan como el promedio + EEM. La significancia se

obtuvo mediante el test de ANOVA con post test de Fisher. * = P<0.05 vs Control. P =0,0872, vs Control.
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Niveles de MHPG en Higado

Las concentraciones de MHPG hepético se aprecian en la figura 9, y corresponden a las
ratas descendientes de madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin
tratamiento con metformina, a los 60 dias de edad (PND 60). El grafico no presenta

diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos.
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Figura 9: Concentracion de 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) en higado al PND 60. El gréfico
representa concentracion de MHPG (en pg/mg de tejido) al dia postnatal 60 de los grupos Control (n = 9),
Control + Met (n= 9), HF (n=9) y HF + Met (n=10). Los resultados se expresan como el promedio + EEM.
La significancia se obtuvo mediante el test de ANOVA con post test de Fisher. * = P<0.05 vs Control. ** =

P<0.01 vs Control.
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Razén MHPG/NA en Higado

En la figura 10 se muestra la razon MHPG/NA en higado de ratas descendientes de madres
alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin tratamiento con metformina, a los 60
dias de edad (PND 60). En base a los resultados anteriores (figuras 8 y 9) los grupos

tratados con metformina poseen una menor razon que los grupos no tratados.

Razén MHPG/NA Hepéatico al PND 60
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Figura 10: Razén de las concentraciones de 3-metoxi- 4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) y Noradrenalina (NA)
en higado. El grafico representa la razén de las concentraciones de MHPG/NA al dia postnatal 60 de los
grupos Control (n = 10), Control + Met (n=9), HF (n=9) y HF + Met (n=10). Los resultados se expresan como
el promedio £ EEM. La significancia se obtuvo mediante el test de ANOVA con post test de Fisher.Los

resultados se expresan como el promedio + EEM. * = P<0.05 vs Control. ** = P<0.01 vs Control.
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Expresion de TH en higado

En la siguiente figura observamos los niveles de expresion para la enzima Tirosina
Hidroxilasa (TH) respecto al gen constitutivo GAPDH (en higado), de ratas descendientes
de madres alimentadas con dieta HF y dieta control, con o sin tratamiento con

metformina, a los 60 dias de edad (PND 60).

Los grupos tratados con metformina poseen mayor expresion de esta enzima que los grupos
no tratados. En el caso de estos, el grupo HF posee una menor expresion que el grupo

Control.
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Figura 11: Razén TH/GAPDH Hepético al PND60. El gréafico representa la expresion de la enzima Tirosina
Hidroxilasa respecto al gen constitutivo GAPDH, expresada en Unidades Relativas (TH/GAPDH U.R.), al dia
postnatal 60 (PND 60) de los grupos Control (n = 10), Control + Met (n=8), HF (n=10) y HF + Met (n=8).
Los resultados se expresan como el promedio + EEM. La significancia se obtuvo mediante el test de ANOVA

con post test de Fisher. * = P<0.05 vs HF + Met, ** = P<0.01 vs Control, *** = P<0.001 vs HF.

Expresion de PYGL (Glucdgeno Fosforilasa) en higado

En las Figuras 12 y 13 observamos los resultados de un RT-gPCR realizado en el
gen constitutivo GAPDH vy la enzima PYGL. En la primera se aprecia la Curva de
Disociacion o Curva de Melting, el cual indica si existe un Gnico producto o no, en base a la
temperatura especifica del producto. Al momento de analizar las muestras estas deberan
coincidir en su gran mayoria en un solo “peak”. Esto no ocurrié con las muestras para la
identificacion de GAPDH ni para PYGL. Ademas, si observamos la Figura 13 que nos
muestra el ciclo en el que amplifican las muestras, tampoco coindicen. Debido a esto y al
tiempo destinado para los experimentos, los resultados no pudieron ser graficados, pero

repetiran en una proxima oportunidad.
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Figura 12: Curva de Disociacion para PYGL y GAPDH respectivamente. El grafico representa la
temperatura especifica de formacion de cada producto (Curva de Melting) a través de la fluorescencia
producida. Para ambos graficos se observan que existen que no coindicen en un punto, si no que poseen

varios “peaks” (debido a contaminacion, por ejemplo).
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Figura 13: Curva de Amplificacion para PYGL y GAPDH respectivamente. En el eje Y se muestra la
cantidad de fluorescencia y en el eje X los ciclos de la reaccién. En este caso las curvas no corresponden a los

productos esperados, ademas tienden a amplificar en distintos ciclos (por contaminacion, por ejemplo).
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Discusién

En nuestro pais existen cifras preocupantes en la prevalencia de obesidad materna
durante el embarazo, la cual es un factor de riesgo para sufrir diversas complicaciones
como preeclampsia, diabetes gestacional, malformaciones fetales y macrosomia fetal, entre
otras complicaciones [42]. Segln las estadisticas del Programa Salud de la Mujer, en el
Sistema Publico de Salud en Chile, el 5,1% de las mujeres que ingresaron a control prenatal
el 2012 tenian diabetes. De éstas, las clasificadas como alto riesgo obstétrico y que tenian
un diagnostico de diabetes aumentaron desde un 11,9% en el 2010 a un 17,7% el 2012 [43].
La obesidad en mujeres gestantes bajo control y atendidas en el sistema publico aument6
desde un 27,87% en el afio 2014 a un 29.93% en el afio 2015 [44]. Actualmente, segun los
primeros resultados de la ENS (Encuesta Nacional de Salud) 2016 — 2017 se observa un
notable aumento de la sospecha de diabetes mellitus en la poblacién chilena, destacando un
14% al afo actual en la poblacion femenina adulta [45] lo cual es alarmante considerando

que un porcentaje de ellas podria cursar con diabetes durante el embarazo.

La Guia Clinica de Diabetes y Embarazo recomienda el tratamiento con metformina para la
diabetes gestacional s6lo en el caso de que la dieta no logre un control adecuado de la
glicemia, o en aquellas pacientes que rechazan el tratamiento con insulina [46]. Aun asi,
existen controversias sobre el uso de este euglicemiante durante el embarazo pues este
farmaco es capaz de atravesar la placenta y, al igual que con la obesidad materna, causar un
“programming” en la descendencia [47]. En el presente estudio se investigaron los

potenciales efectos de metformina administrada durante la gestacion sobre el control
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metabolico realizado por el sistema nervioso simpatico en el higado de la descendencia de

madres obesas.

Niveles elevados de NA pueden contribuir al desarrollo del higado graso no
alcohdlico por diversos mecanismos, incluyendo un aumento de la gluconeogénesis y
lipogénesis hepatica, como también la estimulacion de la lipdlisis en el tejido adiposo
visceral. En este sentido, nuestro laboratorio ha demostrado que el consumo de una dieta
alta en grasa durante la gestacion y la lactancia produce un aumento del tono simpatico,
traduciéndose en una mayor concentracion de NA en el higado [19]. En el presente estudio
reafirmamos este hallazgo observando una tendencia a una mayor concentracion hepatica
de noradrenalina en las crias de madres obesas, ademas de una menor razon MHPG/NA,
que es indicativo de una menor degradacion de NA. Una posible explicacion de esta
activacion simpatica en la descendencia de madres obesas puede ser la hiperleptinemia
neonatal. La leptina es una hormona anorexigena secretada principalmente por el tejido
adiposo, cuya funcién es disminuir la ingesta de alimentos y aumentar el gasto energético.
Varias evidencias indican que la leptina puede activar al sistema nervioso simpatico por su
efecto a nivel hipotalamico y sobre el tejido blanco [48-50]. Como parte del contenido de la
leche materna encontramos a la leptina [51-53] siendo ésta la principal fuente para las crias
en la primera mitad del periodo de lactancia. Notablemente, la leptina es absorbida como tal
en el sistema digestivo inmaduro de las ratas durante el periodo de lactancia [54]. El estado
nutricional de la madre influye en la composicion de la leche materna. En este sentido, se
ha evidenciado que un mayor indice de Masa Corporal (IMC) materno, traducido como una

mayor adiposidad, se correlaciona positivamente con el contenido de leptina en la leche
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materna [53] [55]. Sin embargo, los efectos de dicho aumento sobre la descendencia ain se
encuentran en discusion debido, entre otros factores, a una gran variabilidad del contenido
de leptina en la leche materna durante la lactancia [56]. Otra explicacion que conduce a la
hiperleptinemia neonatal puede ser la produccién endégena de esta hormona en el tejido
adiposo del neonato. Es por ello, que debemos considerar que el contenido de la leche
materna de la madre obesa es alto en grasas [57] lo que sumado a una mayor ingesta lleva a
un aumento del peso corporal y de tejido adiposo en las crias, conduciendo a una secrecion

elevada de leptina.

Para ejercer su funcion, leptina se une a su receptor en diversos nucleos del hipotalamo,
activando el sistema de las melanocortinas [58]. El receptor de melanocortina 4 (MCR4R)
se ha relacionado con el aumento del estimulo simpatico en Tejido Adiposo Pardo (BAT
por sus siglas en inglés) y Rifion [59] [60]. En el contexto de la hiperleptinemia neonatal es
posible que el desarrollo y maduracion del SNS se vea sea alterado. Respecto a esto, un
estudio (conceicao) muestra que la hiperleptinemia neonatal conduce a una mayor
concentracion de catecolaminas en la glandula adrenal debido al aumento en expresion de
tirosina hidroxilasa y DOPA descarboxilasa, que son enzimas clave para la sintesis de
catecolaminas. El incremento de leptina posee efectos también sobre tejido adiposo,
aumentando la lipdlisis y el contenido de AGL en el torrente sanguineo de las crias,
mediante una activacion del sistema nervioso simpatico, lo que contribuye a una sobrecarga

de AGL en el higado.

En cuanto a los efectos directos del SNS sobre el higado, un tono simpatico aumentado

puede alterar la expresion y actividad de enzimas Gluconeogénicas. En el presente estudio
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y debido a dificultades técnicas no fue posible cuantificar la expresién de las enzimas:
ACC, PYGL y PEPCK. Sin embargo, en nuestro laboratorio ya se ha evidenciado que en

crias de madres obesas la expresion de las enzimas ACC y PYGL se encuentran
aumentadas en comparacion con el grupo control [19]. En este contexto existe la

posibilidad de que el aumento del tono adrenérgico sea una de las causantes de dichos

resultados.

El peso corporal en las crias de madres con dieta control y dieta alta en grasa, no presenta
diferencias significativas en este estudio. Sin embargo, observamos que la obesidad
materna posee un efecto sobre la grasa retroperitoneal (RpAT) en la descendencia,
incrementando su peso. Este compartimiento graso (junto al omental y mesentérico), es
reconocido como un factor de riesgo para el sindrome metabdlico, con implicancias en
enfermedades cardiovasculares y el aumento de citoquinas proinflamatorias [61-63], las
cuales también se han encontrado en el contenido de la leche materna en madres obesas
[64]. En este sentido, el aumento de procesos proinflamatorios por el incremento de RpAT
estaria contribuyendo al riesgo de NAFLD tanto para la madre [65] como para la

descendencia [66] [67].

En el desarrollo del presente trabajo se ha evidenciado que el tratamiento con
metformina en madres gestantes obesas y controles conduce a cambios en el tono simpatico
de la descendencia, y que este hecho podria representar una programacion fetal inducida
por el farmaco. Nuestros resultados indican que, en crias de madres tratadas con
metformina, independiente de la dieta materna, aumenta la concentracion de noradrenalina

hepatica respecto al grupo sin tratamiento. Junto a esto, también existe una expresion
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incrementada de la enzima TH y una razén MHPG/NA disminuida respecto a los grupos no
tratados. Esto nos indica que la sintesis de NA se amplifica en la descendencia de madres
tratadas con el farmaco y que su degradacidn se reduce. Es posible que este Gltimo punto se
deba a una alteracion en las enzimas COMT o MAO, que podria afectar el metabolismo de
noradrenalina a MHPG. Dichos resultados se traducen como un aumento de la actividad

simpética y podria inferirse un efecto estimulador sobre la gluconeogénesis hepatica.

El principal efecto de metformina es sobre la actividad del complejo | mitocondrial,
lo que disminuye la carga de energia del nucle6tido de adenina, aumentando la relacion
[AMP]:[ATP], que a su vez activa la enzima Adenosina Monofosfato Kinasa (AMPK) en el
higado e inhibiria la gluconeogénesis hepatica [68]. Por medio de este mecanismo, la
enzima ACC se fosforila, disminuyendo las vias de sintesis de lipidos, dando a lugar a la
oxidacion de grasas. Esto, reduciria las reservas de lipidos y mejoraria la sensibilidad
insulina hepatica [69]. En el caso de la enzima PYGL se ha observado que disminuye
durante la incubacién de metformina en cultivo celular hepatico, por lo que la liberacion de
combustible gluconeogénico se veria posiblemente disminuida [70]. Por ultimo, se ha
demostrado que la supresion de la gluconeogénesis por parte de metformina requiere una
proteina-treonina quinasa, la cinasa hepética B1 (LKB1). LKB1 fosforila AMPK y, a través
del objetivo de la rapamicina C2 (TORC?2), y reduce el coactivador 1 a de PPAR y (PGC1
a), como resultado PEPCK disminuye su expresion [71]. Otros efectos de metformina sobre el
metabolismo incluyen la inhibicion de la lipogénesis y estimulacion la Beta Oxidacion de los
AG [72]. Es interesante notar que todos los efectos de la metformina son beneficiosos en

los individuos que la consumen en cuanto al metabolismo de glucosa y de lipidos. Sin
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embargo, nosotros observamos efectos opuestos a los descritos anteriormente en las crias
de madres tratadas con metformina. En nuestro estudio, la descendencia nunca consumio
metformina, por lo tanto, todos los efectos observados son probablemente debido a la
exposicion del feto a este farmaco o a los cambios metabdlicos que se producen en la madre
gestante o nodriza. En este sentido, una disminucién del ATP intracelular como efecto del
farmaco provocaria una deprivacion energética en el feto que se encuentra en desarrollo,
alterando probablemente la trayectoria de las células que forman los diversos tejidos y
sistemas. En este caso, metformina produciria una “programacion fetal” que resultaria de la
exposicion del feto a un ambiente similar a una de desnutricion o subnutricion prenatal,

conllevando a alteraciones metabolicas en la edad adulta [73] [48].

Se ha demostrado que Metformina se transporta a través a través de placenta [73-76] a
través de transportadores del tipo OCT (Organic Cation transporters). Resultados en
ensayos donde se midieron muestras de sangre materna y cordon umbilical de madres en
tratamiento con metformina, han demostrado que el feto esta expuesto a concentraciones de
este medicamento iguales 0 més altas que las observadas en la madre [77]. Por ultimo, en
un estudio realizado en tejido placentario de madres con Sindrome de Ovario Poliquistico
(patologia caracterizada por obesidad, hiperinsulinemia y sindrome metabdlico) se observo
una expresion reducida de transportador de NA, lo cual se asocia con una alta actividad
nerviosa simpatica durante el embarazo. El tratamiento con metformina durante la
gestacion en estas madres aumento la expresion de los transportadores de NA placentarios,

por lo que este farmaco seria capaz de modular la actividad nerviosa simpatica [78].
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El farmaco también se ha encontrado en leche materna [79], pero en pequefias cantidades,
que son seguras para el neonato [80]. De igual manera, la evidencia que apoya esta

recomendacion es escasa [79] [81] [82].

La sobrenutricion materna conduce a una acumulacion adiposa, llevando a una
mayor secrecion de las citoquinas TNF-o, IL-1B ¢ IL-6 desde los adipocitos o células
inflamatorias. Estas citoquinas proinflamatorias regulan la sensibilidad a la insulina
hepatica a través de la activacion de la sefializacion inflamatoria y la inhibicion de la
sefializacion del receptor de insulina: El resultado es el desarrollo de esteatosis hepatica y
fibrosis [83]. A pesar de no existir resultados en nuestros estudios sobre estos marcadores,
Desai et al. [84] describe que metformina disminuiria la inflamacién fetal causada por una
dieta altamente cal6rica y el sindrome metabdlico en la madre. Este farmaco, ademas, es
capaz de inhibir la produccién de IL-1 de macréfagos a través de la activacion de AMPK in
vitro, reduciendo su maduracion [85]. Si bien el mecanismo molecular no esta aclarado, se
postula que es causado por una activaciéon de la autofagia a través de la estimulacion de
AMPK [86].

En el Anexo 1 observamos el incremento ponderal de las crias del estudio, donde se
evidencian diferencias del peso corporal entre los grupos desde el PND 7. Es interesante
observar que el grupo Control-Metformina posee un peso levemente mayor que el grupo no
tratado y que podria justificarse como un efecto “Catch-up” debido al ambiente de
restriccion intrauterina producido por metformina durante la gestacion, mientras que el
grupo HF + Met posee un peso corporal menor al grupo no tratado. Aunque el impacto de

metformina sobre el peso corporal, es existente, se ha evidenciado que no posee un impacto
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importante en el sindrome metabdlico (rango de disminucion de peso: 1 — 5 Kg) [87]. De
igual manera, y segln nuestros resultados, el peso de RpAT en la descendencia de madres
tratadas con dieta alta en grasa y tratada metformina, disminuye su peso respecto al grupo
sin tratar.

Curiosamente y a pesar de no obtener resultados significativos respecto al Peso Hepatico,
un estudio evidencié un aumento de este parametro en crias tratadas con metformina debido
a una acumulacidn de grasa hepatica, en base al aumento de la grasa mesentérica [48]. Uno
de los mecanismos que podria explicar a nivel molecular esta programacion es el de PPAR
(Receptor activado por el proliferador de peroxisoma) siendo un blanco terapéutico para
tratar NAFLD mediante la modulacion de diversas vias que se ven afectadas por la
obesidad [88] [89]. PPAR - alfa ha sido objetivo de investigacion al estar relacionado con la
beta - oxidacidn de los acidos grasos en la mitocondria, y con ello, con la enzima Carnitina
Palmitoil Transferasa-1 (CPT-1) y su alteracion conlleva a una acumulacion de triglicéridos
en el higado, provenientes de a lipdlisis [90] [91]. Dicho fendmeno se ha visto en estudios
de ratones alimentados con dieta alta en grasa, donde una disminucion de la expresién de
PPAR - alfa se tradujo en sobrepeso, resistencia a la insulina y aumento de esteatosis
hepatica por factores proinflamatorios [92], caracteristicas del NAFLD. Dichos efectos se
producen por la relacién del receptor con cascadas de sefializacion, como la red de
sefializacion AMPK-Sirt1-PPARa. (Sirtl: sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD).

Por otro lado, y en el contexto de progresion de la insulino-resistencia, al aumentar las
concentraciones de insulina en sangre y también lo hace las concentraciones de IGF-1 [93].

Se ha observado que la metformina ejerce su efecto sobre las vias de sefializacion de
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insulina e IGF-1 mediante la activacién de AMPK de una manera similar a la observada

durante la restriccion caldrica [94].

Como ya se ha mencionado, no se ha podido graficar los resultados del RT-gPCR para las
enzimas ACC, PYGL y PEPCK debido a que la Curva de Melting obtenida no fue
aceptable, indicando productos de la reaccidn inespecificos. Algunas de las posibles causas
son: contaminacién de las muestras (o que generaria mas de un peak en la Curva de
Disociacidn), inconvenientes durante la fase de RT del experimento (mal preparacién de los
mix, que conlleva a resultados bajos y muy variables entre las muestras), disefio de los
partidores, degradacién del RNA de las muestras o problemas del funcionamiento del
equipo lector de placas (QPCR). En una proxima oportunidad y teniendo en consideracion
todas las variables que pudieron dificultar el experimento y con el tiempo adecuado para

llevarlos a cabo, este experimento se realizara nuevamente.

Finalizando, tanto el tratamiento con metformina como las alteraciones metabdlicas
causadas por la obesidad en la madre juegan un papel crucial en la gestacién y en la
programacion fetal de la descendencia. En este trabajo se evidencié modificaciones en el
tono simpatico, especialmente en Noradrenalina y la MHPG/NA. En este sentido, el
aumento de la sintesis de noradrenalina con una posible disminucién en su degradacion se
traduce en una alteracion de la innervacion del sistema nervioso simpatico con posibles
consecuencias sobre enzimas gluconeogenicas y aumento del riesgo de NAFLD. El higado
graso no alcoholico es una enfermedad multifactorial, con muchos mecanismos aun por
aclararse. A futuro seria adecuado complementar el estudio con analisis histologico del

higado, de niveles de triglicéridos, insulina sérica y leptina sérica para los diferentes
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grupos estudiados en los mismos animales en que se realiz6 este estudio. Asi también seria
interesante observar que ocurre con los niveles de IGF-1, AMPK y PPAR-Alfa en las crias

de madres tratadas con metformina.
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Conclusiones

1) Los niveles de NA en higado de crias descendientes de madres alimentadas con dieta
HF se encuentran aumentados respecto al grupo control. Sin embargo, el tratamiento con

metformina acrecenta mas estas concentraciones, disminuyendo la razon MHPG/NA.

2) Los niveles de TH en higado de crias descendientes de madres alimentadas con dieta HF
se encuentran disminuidas respecto al grupo control, mientras que en las crias cuyas madres
fueron tratadas con metformina aumentaron estos niveles. Esto explicaria el aumento de la

sintesis de NA de estos grupos.

3) EIl peso de la grasa Retroperitoneal se encuentra aumentada en crias con dieta HF,
respecto al grupo control. El tratamiento con metformina reduce estos niveles, lo que se
traduce en el uso de este compartimiento y una elevacion de acidos grasos en el plasma.

Esto altimo se convierte en un posible factor de riesgo para la patogénesis de NAFLD.
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Anexos

Anexo 1

Incremento de Peso de Crias segin PND.

Incremento de Peso de Crias

250
200
150 H Control
H Control + Met
100 W HF
HF + Met
50
0

PND1 PND7 PND14 PND21 PND30 PND60
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Figura 14: Peso Corporal de Crias PND 1 al PND 60. (a) Incremento de Peso de las Crias, por grupo y PND. En los

siguientes gréaficos (b), (c), (d), (e) y (f) se muestra el peso corporal (en gramos) de las crias al PND 1, 7, 14, 21 y 30,

respectivamente. Los resultados se expresan como el promedio = EEM. La significancia se obtuvo mediante el test de

ANOVA con post test de Fisher. * = P<0.05, ** = P<0.01 *** = P<0.001.
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