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RESUMEN

Actualmente, la incidencia de la obesidad en las mujeres embarazadas ha aumentado de
forma alarmante, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. La obesidad
materna implica adaptaciones metabdlicas importantes, especialmente a nivel de tejido
adiposo y hepatico, tanto durante la gestacion como en la lactancia. Estas adaptaciones
pueden llevar asociadas un mayor riesgo de desarrollar diabetes gestacional y esteatosis
hepatica, entre otras patologias obstétricas que afectan negativamente al estado de salud
de la madre. Por esta razén, se ha estudiado el efecto de la obesidad en la respuesta
metabdlica del higado materno comparando el grupo postcafeteria (modelo animal de
obesidad dietética) con el control. Por ello, se han analizado genes claves relacionados en el
metabolismo lipidico, de los cuales se han observado un aumento en la expresién de genes
relacionados con la lipogénesis (Srebfl y Fasn) y una disminucién de los genes relacionados
con la B-oxidacién (Ppara y Cptl). Estos resultados parecen indicar un mayor riesgo de
desarrollar esteatosis hepdtica o higado graso. Ademas, se ha observado una menor
expresion del LepR (relacionado con la sefializacion de la leptina) en el grupo poscafeteria
que podria estar asociado a una resistencia a la leptina en madres obesas.



ABSTRACT

Nowadays, the impact of obesity among pregnant women has increased alarmingly both in
developed and developing countries. Women who are obese during pregnancy and lactation
may develop metabolic adaptations, especially in the liver and adipose tissue. These
adaptations may be associated with a higher risk to develop gestational diabetes, hepatic
steatosis and others disorders which affects negatively mother health. For this reason, we
have studied the effect of obesity in the metabolic response of the liver of dams of control
and postcafeteria (an animal model of diet induced obesity) group. To that purpose, we
analysed key genes related with the lipid metabolism in the liver. In general terms, the
expression of genes related to fatty acid synthesis (Srebfl and Fasn) increased in
postcafeteria group compared to control group. Conversely, the expression of genes related
to B-oxidation (Ppara and Cptla) increased in the postcafeteria group. These results suggest
a predisposition to a higher risk for hepatic steatosis in postcafeteria group. Furthermore,
postcafeteria dams presented a lower expression of LepR that we could be associated with a
higher leptin resistance in this group.



INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad metabdlica como consecuencia de una acumulacidn
excesiva de grasa corporal a causa de un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético.
La obesidad es considerada como la epidemia del siglo XXI siendo uno de los problemas de
salud publica mas graves en paises desarrollados (1, 2). De hecho, en el desarrollo de Ila
obesidad intervienen multiples factores genéticos y ambientales. Entre los factores
ambientales, destaca principalmente el consumo de alimentos de gran valor calérico en
grandes proporciones y la disminucién de actividad fisica, tipica del estilo de vida actual
presente en los paises desarrollados (3, 4).

El problema mas importante asociado a la obesidad es el aumento en el riesgo de
padecer diversas enfermedades metabdlicas importantes, destacando la diabetes tipo II,
dislipemias, hipertensién arterial y enfermedades cardiovasculares (5, 6). El incremento de la
tasa de obesidad, especialmente en la poblacidn infantil es alarmante, ya que segun la
Organizacion Mundial de la Salud (7), se calcula que en 2010 hubo 42 millones de nifios
menores de 5 afios con sobrepeso a nivel mundial, de los cuales 31 millones vivian en paises
desarrollados (1, 2).

Como consecuencia del incremento de la obesidad en la poblaciéon general, durante
estos Ultimos afios la incidencia de la obesidad entre las mujeres embarazadas ha
aumentado también de forma alarmante, tanto en paises de desarrollo como en vias de
desarrollo. Este hecho es preocupante debido a que mujeres que presentan sobrepeso u
obesidad tienen un mayor riesgo de padecer complicaciones durante el embarazo (8). Un
factor importante de esta gran incidencia es en parte debido a una dieta rica en grasas que
induce cambios metabdlicos en los diferentes tejidos involucrados en el control de Ia
homedstasis energética asi como la adaptacién fisiolégica al aumento de la cantidad de
grasa (9-11).

Cabe destacar, que el higado es uno de los tejidos mas importantes en la regulacién. La
obesidad y el sobrepeso provocan alteraciones importantes en el metabolismo lipidico
hepatico, afectando notablemente a la B-oxidacidn, la secrecién de lipoproteinas de baja
densidad y en la sintesis de acidos grasos. Debido a estas alteraciones, se produce una
acumulacién excesiva de lipidos en los hepatocitos y como consecuencia, aumenta el riesgo
de desarrollar la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) o esteatosis hepatica
(12).

La gestacién y la lactancia son periodos criticos donde, ademas de que la dieta
condiciona el desarrollo del feto durante su vida posnatal y adulta, se producen
adaptaciones metabdlicas importantes en la madre en funcion del tipo de alimentos que
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ingiere en la dieta (13). Cabe destacar que una ingesta de dietas ricas en grasas en ambos
periodos puede condicionar el estado de salud tanto de la madre como el del feto (14). Este
efecto de las condiciones ambientales durante etapas perinatales en la futura predisposicién
a enfermedades en la descendencia se conoce como programacion metabdlica.

El concepto de programaciéon metabdlica fue sugerido inicialmente por Barker (15). En la
teoria del origen fetal de las enfermedades del adulto en la cual se establece la relacién de
una nutricién pobre en etapas tempranas de la vida y un bajo peso al nacer, con
enfermedades cardiovasculares y otros factores de riesgo en el adulto como es la obesidad,
hipertensidn arterial, resistencia a la insulina y diabetes tipo Il. Segun esta teoria, como
resultado de la desnutricién o restriccidon caldrica durante la gestacidn, se producen unas
adaptaciones en el feto que se tornan permanentes, en el cual, programan una mayor
propension de padecer enfermedades, incluyendo la obesidad, en la edad adulta (16, 17).

Un clasico estudio que confirmaria la teoria propuesta por Barker (18) es el de los
efectos de la hambruna holandesa durante la Segunda Guerra Mundial, denominado “Dutch
Famine Birth Cohort Study”. En este estudio se observd una fuerte asociaciéon entre
malnutricidn y/o desnutricion durante el primer y segundo mes de gestacion, enfermedades
cardiovasculares y diabetes en la edad adulta. Ademas, se observé que aquellos individuos
expuestos a eventos carenciales in utero padecian una menor tolerancia a los glicidos y una
mayor resistencia insulinica debido a una alteracién permanente en las células B del
pancreas o a una modificacion en la sensibilidad tisular a la insulina que ocurriria durante la
vida fetal con una manifestacién posterior (10, 16). Sin embargo, en la actualidad la
evidencia mas soélida o directa que apoya la hipdtesis del origen fetal proviene de la
experimentacion animal demostrando que la desnutricidn materna durante el embarazo
conduce a enfermedades metabodlicas en la descendencia en la edad adulta (19). En
experimentos con ratas, se ha observado que una restriccién caldrica superior al 50%
durante la gestacién, ademas de presentar un bajo peso, también se asocia a una mayor
incidencia de ser obeso en la edad adulta, particularmente cuando los animales estan
expuestos a un ambiente hipercalérico (20, 21). Los periodos tempranos de la vida
corresponden al periodo de la diferenciacidn neuronal en el desarrollo y regulacion de vias
como la de sefializacion de la leptina involucradas en la regulacion de la homedstasis
energética (22). Conociendo el papel fundamental que realiza el hipotdlamo en la regulacion
homeostatica es de esperar que una desnutricion durante la etapa perinatal debido a una
restriccion caldrica, proteica o falta de nutrientes en la dieta materna se asocie a cambios
permanentes negativos en la regulacion del balance energético y por lo tanto, aumentar la
predisposicion a la obesidad de cara al futuro (10). Diversos estudios han concluido que ratas
expuestas a una restriccion caldérica durante el embarazo provocan un descenso en el
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numero de células hipotalamicas en la descendencia, aumentando el riesgo a una resistencia
a la insulina y leptina tardia, ademas de ser responsable de la propension al sobrepeso (23,
24).

Hasta dia de hoy, recientes estudios epidemiolégicos y estudios experimentales en
animales han demostrado que las influencias ambientales durante el desarrollo fetal, entre
ellas la dieta, pueden causar cambios permanentes en la regulacion epigenética de los genes
y como consecuencia afectar a la salud en la edad adulta (25-27). Se ha observado que la
desnutricion materna en ratas induce cambios epigenéticos permanentes en las vias
hipotalamicas fetales que regulan el metabolismo, como es la reduccion de los niveles de
metilacion de los promotores del receptor de glucocorticoides (GR) en el hipotdlamo fetal, y
como consecuencia presentar una desregulaciéon del balance energético (23, 27). En otro
estudio donde analizaron el genoma de un conjunto de personas nacidas durante la
hambruna holandesa, se encontré unos niveles de metilacién significativamente mas bajos
en un gen relacionado con una hormona de crecimiento vital en la gestacion, el gen del
factor de crecimiento Il- similar a insulina (IGF2- Insulin like growth factor Il). Debido a la
reduccion de metilacion, aumenta su actividad y por tanto, aumenta los niveles de esta
hormona en el organismo asociado a problemas en el desarrollo durante la infancia e incluso
a cancer en la vida adulta (25, 26). Por lo tanto, en individuos nacidos bajo condiciones de
hambruna en el embarazo se producen una serie de cambios en los patrones de metilacién
de su ADN en determinadas regiones génicas asociadas con vias metabdlicas importantes
gue explicarian el incremento en el riesgo de obesidad y diabetes tipo Il en la edad adulta
(24).

Ademads de la desnutricion o la restriccidn caldrica durante la gestacion, la
sobrealimentacion puede influir en la susceptibilidad de enfermedades metabdlicas en la
descendencia en la edad adulta, incluyendo la enfermedad cardiovascular, la diabetes de
tipo Il, la obesidad, entre otras (ver Figura 1) (28-30).

A
Undernutrition Overfeeding
increases risk increases risk
Risk of
fatness
as adults

Breastfeeding
lowers risk

Poor (-) Best Poor (+)

Nutrition in utero and infancy

Figura 1. Representacion grafica sobre la hipdtesis de la nutricion temprana y riesgo de obesidad en edad
adulta. Describe que tanto la desnutricion como la sobrenutricidn aumenta el riesgo de presentar
enfermedades asociadas a la acumulacion de grasa en la descendencia. Adaptado de Martorell, 2001 (30).
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La ingesta de una dieta rica en grasa o la obesidad materna tiene efectos perjudiciales para
la descendencia a largo plazo. Ademas, hay que tener en cuenta que una dieta
desequilibrada o la obesidad durante la gestacidon puede tener consecuencias para la salud
metabdlica de las madres. Diferentes estudios con roedores han demostrado que la ingesta
de una dieta rica en grasa durante el embarazo produce un estado de resistencia a la
insulina y una disminucion en la sensibilizacion a la insulina en el cual hay una reduccién en
la incorporacién de glucosa en el tejido adiposo (31-34).

En general, bajo una dieta normolipidica durante el embarazo se producen demandas
energéticas adicionales en la madre debidas al volumen de proteina y grasa que se requieren
para el desarrollo de los tejidos del feto (35). En el inicio de la gestacién se produce
hiperinsulinemia debido a que se estimula la actividad de las células B del pancreas, y el
aumento de la insulina resultante activa la lipogénesis y favorece los depdsitos hepdaticos de
glucégeno. Como resultado de esta situacién, en este periodo se produce un mayor
incremento del peso materno (36). En cambio, la gestacién avanzada se caracteriza por una
resistencia a la accion de la insulina a causa de que el feto tiene una elevada tasa de
crecimiento y requiere cantidades importantes de glucosa como sustrato energético (37) y
como consecuencia, da como resultado una hiperfagia materna y alteraciones progresivas
en cuanto al metabolismo glucidico y lipidico (38, 39).

También se ha visto que en roedores y otras especies de mamiferos, durante los
ultimos meses del embarazo aumenta de forma progresiva el almacenamiento de los
triglicéridos en el higado y aumenta la concentracion de triglicéridos plasmaticos
acompanado de un incremento en la lipogénesis (40). Cabe destacar que durante este
ultimo periodo de embarazo, la madre aporta los nutrientes necesarios para el feto incluso
en situacién de ayuno, mientras que su homeostasis glucidica se mantiene gracias al
metabolismo lipidico del higado y del tejido adiposo (41). Esta situacion estimula un
aumento del peso corporal juntamente con un incremento del depdsito de grasa y del indice
de masa magra (38). Ademas, se produce un aumento significativo de los niveles de leptina e
insulina plasmatico (42).

En el desarrollo de la resistencia a la insulina al mismo tiempo, se produce un
incremento de las concentraciones séricas de las hormonas lactogénicas (prolactina y
lactégeno placentario) (43, 44). Diversas hormonas maternas y placentarias actuan
conjuntamente para suministrar al feto un abastecimiento metabdlico constante (36),
estimulando la transcripcidon del gen de la insulina y la replicacién de las células
pancreaticas que conducen a una hiperinsulinemia y resistencia a la insulina presente tanto
en la gestacion inicial como en la avanzada (45, 46). El lactégeno placentario o somatropina
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coridnica humana (hSC) tiene un efecto importante sobre el metabolismo materno durante
el ultimo cuatrimestre de embarazo para suministrar al feto el aporte necesario de
nutrientes. En concreto, se produce una movilizacion de los recursos metabdlicos en
beneficio del desarrollo fetal, induciendo adaptaciones metabdlicas especificas en la madre,
destacando una reduccidn de la tolerancia a los glucidos y el desarrollo de la resistencia a la
insulina. Dicha resistencia a la insulina, asociada a una captaciéon defectuosa de la glucosa,
dificulta la entrada de glucosa en los tejidos maternos, incluyendo el higado, el tejido
adiposo y el musculo esquelético y, reciprocamente, aumenta la movilizacién de acidos
grasos y triglicéridos que son empleados como fuentes de energia alternativa para cubrir las
necesidades metabdlicas de la madre (37) (ver Fig 2). De hecho, la produccién de cuerpos
cetdnicos maternos, obtenidos a partir de la B-oxidacién de los acidos grasos, son usados por
la madre, existiendo una mayor propensién de sufrir un estado de cetosis con tal de ahorrar
glucosa para el feto (47).

Cabe destacar que la hSC es responsable del desarrollo del estado diabético en la
madre asociado al embarazo (diabetes gestacional) con el objetivo de facilitar el crecimiento
intrauterino. Al mismo tiempo, se establece una hiperlipidemia progresiva a lo largo de la
gestaciéon, juntamente con una sintesis incrementada de triglicéridos en el higado. Asi, se
mantiene la glucemia y el transporte de glucosa al feto (47).

Triglycerides /‘Sa‘m <

\\\>(:|ycerol

- Ketones

Triglycerides

Adipose tissue

) \

i
—~</ |
Fetus_) TOV

— 3/
l'\ //( {

/
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| 500 |
Figura 2. Representacion esquematica del efecto que provoca el embarazo en el metabolismo de
glucidos, lipidos y proteinas durante el estado de ayuno. Las flechas marcadas con (+) representan las vias que
estan incrementadas durante el embarazo vy las flechas con (-) representan las vias que estan disminuidas. En
general, estos cambios metabdlicos son mds pronunciados en mujeres obesas que en mujeres con normopeso.
Adaptado Herrera 1987 (35).
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Por otro lado, la obesidad materna durante el embarazo se asocia con una mayor
mortalidad y morbilidad tanto en la madre como en la descendencia (48). De esta manera, la
obesidad en este periodo representa un factor importante en cuanto al desarrollo del feto y
también de forma adversa sobre la salud materna. Numerosos estudios han demostrado que
complicaciones en el parto y patologias obstétricas como son diabetes gestacional,
hipertensién arterial, infecciones, hemorragia posparto, muerte y aumento en la tasa de
cesdreas estan fuertemente relacionados tanto por el exceso de peso materno antes del
embarazo, como el incremento de peso durante el mismo (49-51).

Los cambios metabdlicos adoptados por una madre que presenta obesidad se ven
incrementados de forma exagerada respecto a los cambios metabdlicos de una madre con
normopeso que se han mencionado anteriormente. Un estudio sugiere que el sobrepeso
maternal estd asociado al riesgo de padecer hipertensién y diabetes gestacional (52). De
hecho, un metanalisis basado en veinte estudios relacionados con obesidad materna
durante el embarazo y el riesgo de diabetes gestacional, estima que el riesgo de desarrollar
diabetes gestacional es de dos, cuatro y ocho veces mayor entre mujeres con sobrepeso, con
obesidad y obesidad severa, respectivamente, comparado con madres embarazadas que
presentan normopeso. De este modo, las mujeres con obesidad o sobrepeso durante el
embarazo tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes gestacional que las mujeres con
normopeso (32). Ademads, otro estudio observé que la resistencia a la insulina, tanto
hepatica como periférica, fue mayor en mujeres obesas, en comparacion con las mujeres de
normopeso, y al mismo tiempo, observo que la sensibilidad a la insulina fue un 40% mas bajo
en las mujeres obesas (34).

De este modo, el objetivo de nuestro estudio es evaluar las adaptaciones metabdlicas
durante un periodo critico como es la gestacidn y la lactancia en un modelo de obesidad,
concretamente, el modelo de postcafeteria. Se estudian los cambios en la expresion de
genes claves implicados en el metabolismo lipidico a nivel del higado comparando las ratas
lactantes del modelo postcafeteria con las ratas control de la misma edad.

MATERIALES Y METODOS

El objetivo principal era obtener un modelo animal de obesidad genética y estudiar el efecto
de dicha obesidad en la expresidn de genes relacionados con el metabolismo lipidico en
madres del modelo postcafeteria tras la gestacion y la lactancia. Para ello, se optd por el
modelo postcafeteria.
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El modelo de dieta postcafeteria es util para el estudio de las alteraciones metabdlicas
qgue se producen por la obesidad en humanos. La exposicidn a una dieta cafeteria en ratas
induce una hiperfagia y un estado de hiperinsulinemia asociado a niveles elevados de
colesterol y aumento de peso; como consecuencia de la gran variedad de comida disponible
con un contenido elevado de azucar y grasa, similar a los patrones de dieta actualmente
observados en humanos (53-55).

Cabe destacar, que el protocolo de obtencién del modelo experimental y las muestras
que se usan en esta memoria final de grado fue realizado por Heriberto Castro estudiante de
doctorado del Laboratorio de Biologia Molecular Nutricidon y Biotecnologia, en el marco de
su proyecto de Tesis Doctoral dirigida por el Prof. Andreu Palou y la Dra. Juana Sanchez.

A continuacién se detalla como se obtuvieron tanto el modelo experimental como las
muestras, considerando que es necesario para la comprensién del trabajo realizado en la
presenta memoria final de grado.

El disefio experimental se detalla en la Figura 3. Brevemente, las ratas hembras
virgenes (Rattus novergicus) (Laboratorios Charles River Spain, SA, Barcelona, Espafia),
estabuladas a 22 °C con un periodo de luz/oscuridad de 12h (luz desde 08.00 hasta 20.00
horas) y con un libre acceso a la comida y agua, fueron apareadas con machos. El dia del
nacimiento, dia 0 de lactancia, todas las camadas fueron igualadas a 10 crias por madre. A
partir del dia 10 de lactancia, las madres con sus respectivas crias fueron distribuidas al azar
en dos grupos: grupo control, ratas mantenidas con dieta estandar (3300kcal kg™, Panlab,
Barcelona, Espafa), y grupo cafeteria: ratas alimentadas con dieta de cafeteria. La dieta
cafeteria consiste en la ingesta de alimentos como: galletas con paté de higado y sobrasada,
caramelos, tocino, chocolate, cacahuetes salados, queso y leche con 20% v/p de azucar (53,
56). El dia 21 de lactancia, las crias se destetaron continuando con su correspondiente dieta
control o cafeteria hasta dia 100 de vida. A partir de dia 100 ambos grupos (control y
postcafeteria) fueron alimentados con dieta estandar. A dia 130 dias ratas hembras del
grupo control y el grupo postcafeteria fueron apareadas por machos. El dia del nacimiento,
dia 0 de lactancia, todas las camadas fueron igualadas a 10 crias por madre. Finalmente, tras
los 21 dias de lactancia, las ratas madre control y postcafeteria (n= 7-8) fueron sacrificadas
en condicion de alimentacion. Se extrajo rapidamente el higado en el que se pesd y se
guardd en el congelador a -802C hasta su analisis.
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Figura 3: Esquema del protocolo experimental con ratas hembras para la obtencion de ratas lactantes del
modelo postcafeteria.

La extraccion del ARN y el analisis de genes de interés fue llevado a cabo por Mdnica Enver
autora de la presente memoria final de grado.

Para la extraccién del ARN total de muestras de higado de madres control o madres
postcafeteria se utilizé el kit comercial para extraccion de ARN total en columnas (E.Z.N.A ™
EaZy Nucleic Acid Isolation, Omega Biotek, Doraville, GA, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

En primer lugar, se homogeneizé la muestra de higado (0,15-0,20 g) con TRK Lysis
Buffer en tubos Eppendorf de 2mL, en condiciones de frio (en hielo). El TRK Lysis Buffer,
junto con la accién mecanica de un dispersor de aspas que facilita la rotura del tejido y es el
paso clave para empezar la extraccidn. La muestra homogenizada fue centrifugada a 13000 x
g durante cinco minutos y se transfirié el sobrenadante con la pipeta a un Eppendorff de 2
mL. Se afiadio 700 pL de Etanol 70% y se mezcld con el vértex. Todo el volumen de la mezcla
fue introducido a una columna HiBind ARN spin con un tubo colector de 2 mL y se centrifugd
a 10000 x g durante 1 minuto, descartando el eluyente. La columna HiBind RNA spin fue
colocada en un nuevo tubo colector de 2mL para lavar la columna con 350 uL de ARN Wash
Buffer | y se centrifugd a 10000 x g durante 1 minuto descartando el eluyente.
Seguidamente, se afiadid 35 ulL de la solucién de ADNasa |, directamente sobre la superficie
de la membrana de la columna y se incubé a temperatura ambiente (25 — 309C) durante 15
minutos. Este paso nos permite degradar el ADN y obtener como resultado un ARN mads
puro, sin contaminacién por ADN. Se afadié 400 uL de Wash Buffer | y se centrifugd a 10000
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x g durante 1 minuto descartando el eluyente. El siguiente paso fue la adicién de 500 pL de
ARN Wash Buffer Il diluido en Etanol 96% invirtiendo varias veces suavemente antes de la
centrifugacién a 10000 x g durante 1 minuto descartando el eluyente. Se volvié a aifadir 350
uL de ARN Wash Buffer Il diluido en Etanol 96% seguido de la centrifugacion a 1000 x g
durante 1 minuto. Se descartd el eluyente y se centrifugaron las columnas con los tubos
colectores vacios a maxima velocidad (20000 x g) durante 2 minutos. Cada columna se
colocd en un Eppendorf de 1,5mL y se anadié 40 uL de agua libre de ARNasas y ADNasas
directamente sobre la superficie de la membrana de la columna.Finalmente, se centrifugd a
10000 x g durante 2 minutos obteniendo como eluyente resultante el ARN totalmente
purificado.

Una vez purificado, el ARN fue cuantificado por el espectrofotémetro NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Ademas se obtuvieron el valor de los ratios
de absorbancia A260/A280 y A260/A230 que nos permiten determinar la pureza del ARN
aislado y su posible estado de degradacién. Se consideré un ratio superior a 2 para
determinar que la preparacion es de buena calidad y no se encuentra contaminada por
proteinas o ADN (57). En cambio, si presenta un valor diferente es indicativo de la presencia
de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben a una longitud cercana a 280nm
(58, 59).

Para comprobar el estado del ARN obtenido, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. El gel de agarosa fue preparado a partir agarosa en tampon de TBS al 0,5%.
Seguidamente, se afiadié SYBR safe®, un intercalante de los acidos nucleicos que emite
fluorescencia cuando es excitado a una longitud de onda entre los 280 y 502 nm, en el cual
es cancerigeno (60, 61).
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Se realiz6 una RT-gPCR para medir los niveles de expresion ARNm de los genes
seleccionados en el higado de ratas madres del grupo control y del grupo postcafeteria
(Tabla 1).

Genes analizados

Srebfl: Factor de transcripcion de unién a
elementos de respuesta a esteroles / Sterol
regulatory binding transcription factor

Lipogénesis - . .
pog Fasn: Acido graso sintasa / Fatty acid synthase

Scd-1: Estearoil coenzima A desaturasa /
Stearoyl-coenzyme A desaturasel

Ppara: Peroxisoma proliferador activador del
receptor alfa / Peroxisome proliferator-
Cy oo activated receptor alpha

Oxidacion acidos grasos p p
Cptla: Carnitina palmitol transferasa 1a/
Carnitine palmitoyl transferase 1a

InsR: Receptor de la insulina / Insulin receptor
Sefializacion insulina y leptina
LepR: Receptor de la leptina / Leptin receptor

Tabla 1. Genes cuya expresion génica fue analizada en el higado de ratas madres del grupo control y del grupo
postcafeteria.

La RT-gPCR consiste en dos procesos distintos: la retrotranscripcion del ARN total a
ADNCcopia (ADNc), y la amplificacion de genes seleccionados por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction).

El primer paso es la retrotranscripcién, es decir, pasar de ARN monocatenario total a
ADN copia correspondiente. Para llevar a cabo la retrotranscripcion, se mezclé 5ulL del ARN
(concentracion 50 ng/uL) con 7,5 plL de la mezcla RT (o RT mix). Esta mezcla contenia la
enzima retrotranscriptasa viral o enzima transcriptasa inversa; el cofactor MgCl, a 4,17 mM;
dNTPs (dinucledtidos trifosfato: adenina, timina, citosina, guanina) a 2,5 mM; hexameros
aleatorios definidos como oligonucleétidos de diferente secuencia nucleotidica, y finalmente
inhibidores de las ARN (62).
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La RT se llevd a cabo en un termociclador (Thermal Cycler 2720, Applied Biosystem),
con el siguiente programa de temperaturas: 15 min a 209C; 30 min a 422Cy 5 min a 952C.

El siguiente paso para completar el proceso de la RT-qPCR consiste en la amplificacion
del ADNc obtenido anteriormente a través de la PCR. Se trata de una amplificacién
exponencial, mediante numerosos ciclos, de segmentos de ADN diana y se basa en la unién
complementaria de los cebadores o primers al ADNc desnaturalizado y en la posterior
extension de los cebadores por parte de la ADN polimerasa (63).

Para realizar la PCR, se mezclaron 2uL de la dilucién 1/20 de las muestras de ADNc
(producto de la retrotranscripcion) con 9uL del SyBrGreen mix, previamente preparado. El
SyBrGreen mix contiene cebadores forward y reverse (a 5uM cada uno) complementarios a
una determinada secuencia de cada gen que se quiere amplificar, agua libre de ARNasas y
finalmente, el Power SYBER Green PCR Master Mix®. El reactivo SyBr Green realiza un papel
fundamental en la deteccidn de la amplificacidn y cuantificacidon de los genes seleccionados
en las muestras. Dicho reactivo contiene el fluoréforo o marcador SYBR Green | que se une
especificamente a la cadena bicatenaria de ADN. De esta manera, las copias de una
secuencia corta de ADN generadas en la amplificacion por PCR o amplicones fueron
detectadas gracias a la emisidn de una sefial fluorescente a 520 nm cuando son excitados a
480 nm. La fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de ADN amplificado (40, 64).
La PCR se llevd a cabo en un Applied Biosystems StepOne Plus Real-Time PCR Systems con el
siguiente protocolo de temperaturas: 10 min a 952C, seguido por un total de 40 ciclos
repetidos de 15s a 952C (desnaturalizacién del ADN) y 1 min a 609C (unién de los cebadores
y amplificacidn). Ademas para verificar la pureza de los productos resultantes, se obtuvieron
las curvas de desnaturalizacion (Melt Curve) de acuerdo con las instrucciones del fabricante:
15s a 952C, 1 min a 602Cy 15s a 959C (57).

Al finalizar la PCR, los resultados obtenidos de la amplificacion se analizaron con el
software (StepOne Software v.2.2.2, Applied Biosystem). El método utilizado para la
cuantificacién del producto de amplificacion fue a partir del valor del ciclo umbral (CT del
inglés cicle threshold). Este valor indica el nimero de ciclos necesarios para que la sefial de
fluorescencia detectada sea superior a la sefial base fijada por el software, pero inferior a la
fluorescencia encontrada en la fase de crecimiento exponencial. El valor de CT se visualiza a
partir de la curva de amplificacién donde mide la fluorescencia emitida en cada ciclo de PCR
a tiempo real y estd constituida por tres fases distintas: fase de latencia (la acumulacion de
producto no se puede detectar), fase exponencial y fase de saturacién. Por tanto, valores
bajos de CT corresponden a una expresion elevada del gen (57).

Para analizar los cambios relativos en la cantidad de ARNm se eligié el ARN ribosémico
18S como gen de referencia o housekeeping con una expresiéon constitutiva. Comprobamos
gue habia poca variacion de expresion en nuestros grupos experimentales. El método usado
para la cuantificacion de la expresion de un determinado gen fue 27T (2€ThousekepingCTeen) (57
63).
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Todos los resultados obtenidos se representan como media + el error estandar de la media
(SEM). Para cada gen, se considerd el 100% al valor medio de la expresién génica del grupo
control. Asi, los niveles de expresion de ARNm de las diferentes muestras fueron
comparados con el grupo control. Para observar las diferencias existentes entre los
diferentes grupos experimentales (control y postcafeteria) se utilizé el test de la t de Student
con el programa estadistico R-Studio. Se considera umbral de significancia, es decir, la
existencia de diferencias significativas entre los grupos de estudio, cuando P<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la expresion de ARNm de los genes involucrados en el metabolismo
hepatico se encuentran ilustrados en la Figura 4.

La expresién de genes lipogénicos (Srebfl y Fasn) es mayor en el grupo postcafeteria
gue en el grupo control. De hecho, el gen Fasn presenta una mayor expresion significativa
gue el grupo postcafeteria (P<0.05, test de la t de Student). No obstante, la expresion del
Scd1 es menor en el grupo postcafeteria comparado con el grupo control (ver Figura 4(A)).

Se sabe que el gen Srebfl codifica para un factor de transcripcién esencial, regulador
en la expresion de numerosos genes implicados en la lipogénesis hepatica, incluyendo el
Fasny el Scdl (65). El proceso de sintesis de acidos grasos es realizado principalmente por la
enzima graso sintasa, Fasn, cuya funcidn es formar acido palmitico (C16:0) a partir de acetil-
CoA y malonil-CoA (66). En cambio, el Scd-1 es el responsable de la desaturacion de los
acidos grasos de cadena larga obteniendo como productos, el acido palmitoleico (16:1) y el
acido oleico (18:1) (67). Por lo tanto, es de esperar que ambos genes lipogénicos (Fasn y
Scd1) al estar regulados por el mismo factor de transcripcion, SREBP1c, presenten niveles de
expresion similar (68). Sin embargo, observando nuestros resultados (Figura 4 (A)), la Srebfl
activa la expresion significativa del Fasn en el grupo postcafeteria, pero no la expresién en el
Scd1.

De acuerdo con los resultados de diversos estudios (56, 69, 70), la exposicidon a un
exceso de grasa proveniente de la dieta induce una menor expresion de los genes
lipogénicos en el higado (Srebfl, Fasn y Scd1). Se dice que esta baja expresién podria estar

17



relacionada con el aumento en la expresidn de los niveles de ARNm del receptor de insulina,
codificada por el gen InsR, sugiriendo una mayor sefalizacidon de la insulina y al mismo
tiempo, estar relacionado por un aumento en los niveles de ARNm del factor de
transcripcion Srebfl (71). Se ha descrito que la expresion del gen Fasn estd regulada por la
concentracion de dacidos grasos, existiendo una correlaciéon entre la cantidad de acidos
grasos y actividad de la enzima FASN: por lo que a mayor cantidad de acidos grasos, menor
es la actividad de la FASN (65, 68).

Por lo tanto, en nuestro modelo, pese a que ambos grupos estan bajo una misma dieta
normolipidica, las ratas de postcafeteria presentan una activacién, al menos a nivel de
expresion génica, en genes lipogénicos, sugiriendo un aumento en la sintesis de novo de
acidos grasos. Se ha descrito que un aumento en la sintesis de novo de acidos grasos, junto
con una disminucion en la B-oxidacion y un aumento en la liberacion de acidos grasos del
tejido adiposo puede conducir al desarrollo de esteatosis hepatica (67). De modo que las
ratas del modelo postcafeteria, que presentan obesidad, manifiestan al final de la lactancia
alteraciones en la expresidon génica que podrian conducir a una mayor acumulacién de
lipidos hepaticos. No obstante, cabria confirmar esta posibilidad analizando los niveles
hepaticos de lipidos en estas ratas.

Respecto a la expresidén de genes relacionados con la oxidacidn de los acidos grasos,
Ppara y Cptla son menores en el grupo postcafeteria que el grupo control (ver Figura 4(B)).
El Ppara codifica para un factor de transcripcion regulador en la expresion génica, el PPARq,
de los principales enzimas de la oxidacion de los acidos grasos, entre ellos se incluye la
CPT1a (72). En concreto, la CPT1a regula el paso de los acidos grasos citosolicos al interior de
la membrana mitocondrial para llevar a cabo la B-oxidacion (73). Nuestros resultados
muestran que, comparado con ratas del grupo control, las ratas del grupo postcafeteria
presentan una ligera menor expresiéon del ARNm del Ppara y, consecuentemente del ARNm
de la Cptla, transcripcionalmente regulada por el PPARa (74). A pesar de que los resultados
no alcanzan una significancia estadistica, esta menor expresiéon de Cptla sugeriria una
menor B -oxidacion de los acidos grasos (75).

En el higado, la concentracion del malonil-CoA, una molécula intermediaria de la
lipogénesis de novo, es un importante punto de control del metabolismo de los acidos
grasos. Se ha comprobado que elevadas concentraciones de malonil-CoA inhiben la actividad
de la CPTla y por tanto, de la entrada de los acidos grasos en la mitocondria, con lo cual no
se estimula la R-oxidacién (76). En situacion de ingesta, la oxidacion de los acidos grasos se
encuentra inhibida y se promueve la lipogénesis permitiendo el almacenamiento vy
distribucién de los acidos grasos (77). De esta manera, cuando el balance energético resulta
negativo disminuye el malonil-CoA y permite el aumento de la oxidacion de los acidos
grasos. Este control de la CPT1a por el malonil-CoA podria ser un mecanismo preventivo a la
oxidacion y sintesis de acidos grasos de manera simultanea en el higado (75).
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Diversos estudios han visto que la ingesta de una dieta lipidica estimula la oxidacién de
los acidos grasos para compensar el exceso de lipidos en el higado, debido principalmente al
incremento en la expresion del receptor PPARa, y como consecuencia prevenir una
acumulacién excesiva hepdtica (72, 78). Como ya se ha comentado anteriormente, una
menor oxidacidn hepdtica de los dacidos grasos pueden conducir al desarrollo de esteatosis
hepatica (67).

Ademas, se ha descrito que una deficiencia del PPARa estimula hipoglucemia, debido
a la conexidn existente entre este receptor y la homeostasis de la glucosa (79). Incluso, en un
estudio realizado con ratas deficientes de PPARa (PPARa-/-) presentan una mala regulacion
de la oxidacién de los acidos grasos en el higado y nula capacidad de oxidacion, provocando
el desarrollo de una esteatosis hepatica (80). No obstante, estudios bajo una dieta rica en
grasas durante el embarazo demuestran que se estimula la lipélisis y la B -oxidacidén ya que
la madre aporta una cantidad significativa de glucosa para el feto y asi, mantener sus niveles
de glucosa estables (35).

En cuanto a la expresion de genes relacionados con la sefializacién de la insulina y de la
leptina, en concreto el receptor de insulina (InsR) y leptina (LepR), el grupo postcafeteria
muestra una menor expresion significativa en el ARNm del LepR (P<0,05, test de la t de
Student), y una tendencia a una mayor expresién (no significativa) de InsR comparado con el
grupo control (ver Figura 4 (C)).

La leptina es una hormona clave en la regulacién del balance energético (81). Esta
hormona es sintetizada y secretada principalmente por el tejido adiposo, y se libera en el
sistema circulatorio en funcién de la cantidad de grasa almacenada en el cuerpo (82, 83). La
leptina actua interactuando con su receptor a nivel hipotaldmico como sefalizadora del
estatus nutricional, por lo cual se la considera como una importante senal reguladora del
peso corporal y del balance energético (84). Por lo que si hay una gran cantidad de grasa
corporal, los niveles circulantes de leptina son mayores e incrementa la activacion de los
receptores de la leptina (85). Una vez que la leptina interacciona con sus respectivos
receptores (LepR) envia una sefial al cerebro que provoca una disminucion de la ingesta
(saciedad) y un aumento del gasto energético (81, 86). Sin embargo, la leptina puede ejercer
otros efectos periféricos, ya que se ha descrito la presencia de su receptor en otros tejidos
(87).

Diversos estudios demuestran que una dieta hiperlipidica materna durante el
embarazo induce un incremento de los niveles de leptina circulantes, alcanzando a una
situacion de hiperleptinemia, como consecuencia del aumento del contenido graso corporal
(88). Por lo tanto, de acuerdo con nuestros resultados respecto a la expresion de LepR vy,
sabiendo que las ratas postcafeteria tienen niveles circulantes de leptina elevados (datos no
presentados en esta memoria), se podria interpretar que el grupo postcafeteria presenta
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una respuesta insuficiente del higado ante la leptina, conduciendo a una resistencia a la
leptina. La disminucidn de los niveles de LepR en las ratas del grupo postcafeteria, y por
tanto, la menor sefializacién de la leptina, podria explicar la menor expresiéon de PPara y
Cptla observada en estos roedores, aunque los efectos no son significativos. Existen
evidencias del efecto periférico de la leptina en el metabolismo, es decir, se ha observado
que en el tejido adiposo, la leptina parece ser esencial en la regulacién del metabolismo del
adipocito, aumentando la B-oxidacidn y disminuyendo la lipogénesis. Asi, bajo una dieta rica
en grasa se observa, en algunos depdsitos de tejido adiposo, una disminucién en los niveles
de expresion del LepR, junto con un descenso en los niveles de expresion del Ppara y CPT1
(89). Al mismo tiempo, la insulina es también una hormona importante en la regulacién del
balance energético, ya que juega un papel fundamental en la regulacion a nivel
transcripcional de la expresion de enzimas relacionados con el metabolismo de lipidos en el
higado. La sintesis y liberacién de la insulina por la células B pancredticas en respuesta a
niveles elevados de glucosa en sangre, aumenta la captacién de glucosa por las células a
través la activacidon de sus receptores (InsR) estimulando la sintesis de acidos grasos o
lipogénesis. Por lo tanto, en relacion con los genes relacionados con el metabolismo
hepatico, se sabe que la insulina regula directamente en la expresion del Srebfl (71, 90). Asi,
el pequeiio aumento observado en la expresion de Srebfl en el grupo postcafeteria,
respecto al grupo control puede ser debido a una ligera mayor sefializacidn de la insulina (en
la Figura 4 (C) se observa un leve incremento en los niveles del receptor de insulina), ya que
el SREBP1 es un factor dependiente de la insulina (91).

Numerosos estudios con ratas lactantes alimentadas con dieta rica en grasas
demuestran que producen un rdpido deterioro en la sensibilidad de la insulina a nivel
corporal, incluido el higado, y conducen a un estado de resistencia a la insulina, aumentando
las posibilidades de padecer diabetes y obesidad (27, 71). Se ha visto que un consumo de
dietas con una mayor proporcion de acidos grasos saturados se asocia con hiperglicemia,
hiperinsulinemia, ademas de la resistencia a la insulina (92). Incluso, estudios a nivel
molecular han determinado que el incremento en la concentracidon de acidos grasos libres
circulantes puede llevar a cambios en la expresién del InsR y alterar la unién de la insulina
con su receptor (93). De hecho, existe el riesgo de padecer diabetes gestacional durante el
embarazo, debido a que las hormonas placentarias, especialmente el lactégeno placentario
(Hsc) y la prolactina, bloguean la accién de la insulina en el cuerpo de la madre,
desencadenando la resistencia a la insulina (37, 90, 94).

Por tanto, el conjunto de estos resultados (ver Figura 4) revela que la obesidad
dietética establecida con anterioridad a la gestacidn y a la lactancia produce adaptaciones en
el metabolismo hepatico en ratas al final del periodo de lactancia.

Las madres del modelo postcafeteria presentan una ligera mayor expresién de InsR,
gue conlleva a una mejor sensibilizacion de la insulina en el higado, estimulando la expresion
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de genes relacionados con la sintesis de acidos grasos (Srebfl y Fasn) y, al mismo tiempo,
inhibiendo la expresion de genes relacionados con la oxidacion de los acidos grasos (Pparay
Cptla). Tal como se menciond anteriormente, la insulina es la hormona principal reguladora
de los enzimas lipogénicos. En nuestro caso, no hay evidencias significativas para afirmar que
el grupo postcafeteria presente una resistencia a la insulina a causa de alteraciones en el
receptor de la insulina, por lo que seria interesante determinar los niveles de insulina
circulantes. En ocasiones, en el embarazo de mujeres con antecedentes de diabetes y en
mujeres obesas se producen alteraciones en la tolerancia a la glucosa produciendo una
diabetes gestacional (50, 95).

Asimismo, se ha observado un incremento significativo de la expresion de Fasn,
principal enzima implicado en la sintesis de novo de acidos grasos. Cabe recordar que tanto
el aumento de sintesis de novo, como una menor oxidacion de acidos grasos se han
relacionado con la progresiéon de la esteatosis hepdtica (67). También, es importante
destacar que cuando la B-oxidacion se ve reducida de manera prolongada, debido
principalmente a la menor sensibilidad de la insulina, provoca una mayor deposicién de los
triglicéridos dando lugar a la a esteatosis hepatica y la lipotoxicidad (12). Sin embargo, en
nuestro caso, no se ha observado una disminucidn significativa en la expresidon de genes
implicados en la oxidacién de acidos grasos, aunque los niveles de expresién del Ppara y la
Cptla son menores en ratas del grupo postcafeteria. Esta ligera disminucion, posiblemente
se debe a la disminucién de la expresion del receptor de la leptina (LepR).

Expresion hepaticade genes lipogénicos
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Expresion hepéatica de genesrelacionados con la oxidacion de los dcidos grasos
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Figura 4. Expresion de los niveles de ARNm de los genes relacionados con la metabolismo lipidico en el higado
en ratas hembras control o del modelo postcafeteria al final del periodo de lactancia. Para la obtencidn del
modelo postcafeteria las ratas hembras fueron alimentadas con dieta de cafeteria desde el dia 10 de vida hasta
el dia 100, cuando se alimentaron con una dieta control hasta dia 130. A dia 130 las ratas del modelo
postcafeteria y control se aparearon con machos. El higado se obtuvo al final del periodo de lactancia. Los
valores mostrados pertenecen a la media de los resultados de cada grupo (n de a 10 a 12 muestras por grupo) y
su barra con el error estandar de la media (+ SEM). A) Genes relacionados con la lipogénesis (Srebfl, Fasn y
Scd1). B) Genes relacionados con la oxidacidn de 4cidos grasos (Ppara y Cptla). C) Genes relacionados con la
sefializacion de insulina y leptina (InsR y LepR). Estadistica: * diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo postcafeteria (P<0.05, test de la t de Student). Srebfl: Sterol regulatory factor transcription, Fasn: fatty
acid synthase, Scdl: stearoyl-Coenzyme A desaturase 1, PPara: peroxisome proliferator activated receptor alfa,
Cptla: carnitine palmitoyl transferase 1a, InsR: insulin receptor y LepR: leptin receptor.
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CONCLUSION

La obesidad dietética establecida antes del embarazo produce cambios en la expresidn
hepatica de genes implicados en el metabolismo de los lipidos. En particular, aumenta de
forma significativa la expresién de la dcido graso sintasa (Fasn) y disminuye la del receptor
de la leptina (LepR). Ademas, el aumento de la sintesis de acidos grasos, juntamente con una
leve disminucién de la oxidacidon de los acidos grasos podria ser indicativo de cambios
metabdlicos que podrian conducir a una esteatosis hepatica
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