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El incremento de la ingesta materna de grasas saturadas programa alteraciones
hepaticas en la descendencia de rata: rol de la desregulacion en el accionar de

leptina

Resumen: Se establecié un modelo de sobrepeso mediante la alimentacion de ratas Wistar con una dieta
con exceso de grasas saturadas previamente y durante la gestacion y la lactancia (grupo DGS). El grupo
DGS presentd un aumento de los niveles plasmaticos de triglicéridos, insulina y leptina en madres y
fetos, y un incremento en el peso placentario y fetal, respecto del grupo control.

Se estudio el higado de fetos y crias de 21 y 140 dias de edad. En los higados de fetos y crias
provenientes del grupo DGS se observd un aumento de parametros indicadores de ambiente pro-
oxidante. Ademas, el grupo DGS present6 una disminucion de los niveles de ARN mensajero de genes
asociados a la detoxificacion hepatica y un aumento en la actividad de enzimas hepéaticas en circulacion.
Los higados del grupo DGS presentaron sobreacumulacion de triglicéridos, una disminucion de los
niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el catabolismo de lipidos y una alterada expresion
del receptor de leptina.

La administracion de leptina a fetos control a término moduld los niveles placentarios de ARN
mensajero del receptor de leptina y de la lipoproteina lipasa (LPL), clave en la transferencia de lipidos
placentarios. Asimismo, la leptina administrada modul6 los niveles de ARN mensajero del receptor de
leptina y de LPL en el higado fetal. Sin embargo, los higados de fetos del grupo DGS no mostraron
alteraciones en los niveles de ARN mensajero del receptor de leptina y de LPL a pesar de estar expuestos
a hiperleptinemia fetal. Mas atn, los resultados del cultivo de higados fetales con leptina evidenciaron
una falta de respuesta a las acciones lipoliticas de la leptina en el grupo DGS.

Estos resultados sugieren que las alteraciones en el metabolismo lipidico hepatico fetal observadas en el
grupo DGS estarian asociadas a una desregulacion del accionar de leptina. La persistencia de
alteraciones hepaticas en las crias sugiere una programacion de anomalias de manera intrauterina,

desafiando la salud metabodlica de la descendencia.

Palabras clave: dieta grasa, gestacion, feto, descendencia, placenta, higado, lipidos, leptina, estrés

oxidativo.



An overload of saturated fat in maternal diet programs liver disorders in the

offspring of rats: role of the deregulation of leptin actions

Summary: An overweight model was established by feeding Wistar rats with an overload of saturated
fat previously and during pregnancy and lactation (DGS group). The DGS group showed increased
maternal and fetal triglyceridemia, insulinemia and leptinemia, and increased placental and fetal weight
when compared to the control group.

The liver from fetuses and offspring of 21 and 140 days old was studied. The liver from fetuses and
offspring from the DGS group showed an increase in the indicators of a pro-oxidant environment and a
decrease in the levels of mRNA of genes associated with detoxifying functions. In addition, the DGS
group showed an increase in the activity of hepatic enzymes in plasma. Besides, the livers from the DGS
group showed triglyceride overaccumulation, decreased levels of mRNA of genes involved in lipid
catabolism and altered expression of leptin receptor.

The administration of leptin to control fetuses modulated placental mRNA levels of leptin receptor and
of a key gene in placental lipid transfer, the lipoprotein lipase (LPL). Also, we found that the
administration of leptin modulated the mRNA levels of LPL and leptin receptor in the fetal liver. Despite
the fetuses from the DGS group are inmerse in a hyperleptinemic environment, the levels of the mRNA
of LPL and leptin receptor in fetal liver showed no changes when compared to control. In addition, the
culture of fetal livers with leptin showed no response to the lipolytic actions of leptin in the DGS group.
These results suggest that the alterations in the lipid metabolism of fetal liver observed in the DGS group
could be associated with the dysregulation of leptin action. The persistence of hepatic alterations in the
offspring suggests that these anomalies are programmed during the intrauterine life, challenging the

metabolic health of the offspring.

Keywords: fat diet, pregnancy, fetus, offspring, placenta, liver, lipids, leptin, oxidative stress.
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ABREVIATURAS

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ACO: acil-CoA oxidasa

AGL: 4cidos grasos libres

AMPK: kinasa activada por AMP ciclico
ChREBP: elemento de respuesta a carbohidratos
CPT]1: carnitina palminoil transferasa 1

FABP: proteinas de unién a 4cidos grasos

FAT: proteinas translocasas de acidos grasos
FATP: proteinas transportados de acidos grasos
FAS: sintasa de acidos grasos

HDL: lipoproteinas de alta densidad

IDL: lipoproteina de densidad intermedia

IGF: factor de crecimiento similar a la insulina
IMC: indice de masa corporal

IRA: isoforma corta del receptor de insulina
IRB: isoforma larga del receptor de insulina
IRS: sustratos del receptor de insulina

MRP: proteina asociada a resistencia a multidrogas
mTOR: blanco de rapamicina en células de mamifero
Nrf2: factor nuclear (derivado de eritroide 2)
LE: lipasa endotelial

LDL.: lipoproteinas de baja densidad

LPL: lipoproteina lipasa



ObRa: isoforma corta del receptor de leptina

ODbRb: isoforma larga del receptor de leptina

ObRe: isoforma soluble del receptor de leptina

ON: 6xido nitrico

PPARa: receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales alfa
PPARYy: receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales gama
PTP1B: proteina fosfatasa de tirosina 1B

Q: quilomicrones

RI: receptor de insulina

ROS: especies reactivas del oxigeno

SOCS3: supresor de la sefializacion de citoquinas 3

SREBP1: Proteina de Union al Elemento de Respuesta a los Esteroles
Tg: triglicéridos

TLR: toll-like receptor

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

Demas abreviaturas son indicadas en el texto
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1. PROGRAMACION METABOLICA

En la mayoria de los mamiferos, incluyendo el ser humano, los 6rganos y los sistemas
homeostaticos se desarrollan durante la vida prenatal. Esta es una etapa de gran plasticidad, y en
consecuencia de alta susceptibilidad a los cambios ambientales. Es por ello que el entorno
metabdlico in Utero establece patrones fisiologicos que programan el funcionamiento de 6rganos y
sistemas del individuo. El concepto de “programacion fetal” data de varios afios atras, cuando
Barker y colaboradores describieron, en 16.000 sujetos en Inglaterra, que las tasas de muerte por
enfermedad cardiovascular disminuian a la mitad en aquéllos que habian nacido con un peso normal
en comparacion con aquéllos que habian nacido pequefios para la edad gestacional (Barker y
Osmond 1986)Otros indicadores antropométricos de un alterado crecimiento fetal, por ejemplo,
peso, talla, baja circunferencia abdominal y una elevada relacion entre el peso del feto y el peso de
la placenta fueron asociados con el desarrollo de enfermedades cronica en la vida adulta (Barker y
col. 1989, Barker y col. 1993, Barker 200IZ} hipotesis de Barker estimuld el interés por conocer
la influencia de la salud fetal sobre los trastornos en el adulto, interés que impulso la formacion de la
Sociedad Internacional Origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DoHad: Developmental
origins of health and disease). La teoria de la DoHad postula que durante la vida temprana
(concepcion, embarazo, lactancia e infancia) la interaccion del individuo con factores maternos y/o
ambientales condiciona su crecimiento y desarrollo influyendo sobre la salud a largo plazo.

En la actualidad se conoce que eventos adversos como la desnutricion, obesidad, patologias
cardiovasculares, sindrome metabodlico, diabetes y otras patologias durante el embarazo pueden
modificar el ambiente intrauterino, conduciendo a cambios en los perfiles metabolicos y hormonales
de la madre y el feto y a alteraciones epigenéticas que pueden traducirse en la aparicion de
desordenes endocrino-metabdlicos en la vida posnatal (Diaz y col. 2014, Dimasuay y col. 2016
SferrwzziPerriy Camm 2016)

En el proceso de programacion fetal la funcion de la placenta es fundamental, ya que ésta es
el organo de intercambio materno-fetal, encargada de eliminar los desechos fetales y transportar
gases y nutrientes, procesos que regulan el crecimiento y la composicion corporal del feto y por lo

tanto su salud metabolica.
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2. LA PLACENTA

En los embriones de los mamiferos euterios, las funciones nutricionales son asumidas por un
organo altamente especializado, que sostiene el normal crecimiento y desarrollo del feto: la placenta.
La placenta sensa y responde frente a cambios en el entorno intrauterino modificando su estructura y
funcion, regulando el flujo sanguineo, el suministro de nutrientes y la secrecion de hormonas y
moléculas de sefalizacion. El transporte de nutrientes a través de la placenta determina la
disponibilidad de nutrientes por parte del feto, sustentando su crecimiento y desarrollo. Entonces, el
crecimiento fetal se encuentra profundamente influenciado por la nutricion materna, que puede
inducir cambios en el metabolismo y niveles hormonales maternos modulando asi algunas funciones
placentarias (Dimasuay y col. 2016Por su parte, el feto utiliza los nutrientes transferidos desde la
madre, produciendo metabolitos y hormonas que impactan a su vez en la placenta y modulan su
funcién. Se establece asi un didlogo materno-fetal en el que la placenta es interlocutora necesaria.
Estos conceptos dieron pie a un nuevo paradigma que sugiere que el feto es capaz de modular la
transferencia de nutrientes placentaria en funcion de sus necesidades (Jansson y Powell 2006

Forhead y Fowden 2009, Diaz y col. 2014)

2.1. LA PLACENTA DE RATA

A partir del evento implantatorio el trofoblasto invade el endometrio materno, que se
decidualiza (Abrahamsohn y Zorn 1993Fste proceso da lugar a la formacion del laberinto
placentario, region de la placenta formada por cordones de trofoblastos sin final ciego que penetran
la pared uterina y se ramifican en forma similar a un laberinto (Adamson y col. 2002Agunos
trofoblastos se separan e invaden la pared uterina de manera instersticial, abriendo espacios donde
los sinusoides arteriales maternos vuelcan su contenido una vez iniciada la funcion placentaria. En la
rata, la placenta comienza a ser funcional a partir del dia 12-13 de prefiez, y la nutricion, hasta ese
momento histotrofica, pasa a ser hemotréfica (Adamson y col. 2002En el dia 12 de prefiez tres
zonas fisiologica y anatdmicamente diferentes pueden ser visualizadas en la placenta de rata: la zona
del laberinto, la zona de unidn, limitada por una capa discontinua de células gigantes del trofoblasto,
y la Gltima zona llamada decidua materna (Soares y col. 201ZEsquema 1).

La zona del laberinto estd compuesta por cordones de células del trofoblasto embrionario
bafiados por sangre materna. Limita hacia el lado fetal con la placa coridnica, en la cual se inserta el

cordon umbilical que contiene a las arterias y venas fetales se ramifican prolongandose por dentro
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de los cordones de trofoblastos. Los capilares arteriales y venosos fetales se rodean de tres capas de
trofoblastos (placenta hemotricorial): en contacto con el endotelio fetal se encuentra una capa de
trofoblastos unicelulares (citotrofoblastos) seguida por dos capas de trofoblastos multinucleados
(sinciciotrofoblastos) en contacto con la sangre materna. Estas tres capas, sin embargo, funcionan
como una sola, dado que la primera capa de citotrofoblastos es discontinua y la segunda capa se une
a la tercera por medio de uniones estrechas (Georgiades y col. 2002kl intercambio de nutrientes,
gases y sustancias entre la madre y el feto se lleva a cabo en las ramificaciones mas delgadas, donde
el endotelio fetal es mas permeable debido a la delgadez de la pared endotelial y la presencia de
poros.

La zona de uniomrs la region subsiguiente al laberinto, esta constituida por trofoblastos pero
no posee circulacion fetal. Los trofoblastos de esta region tienen alta capacidad invasiva y son
productores de hormonas. Ademads, tienen acceso directo a la sangre materna, por lo que las
hormonas producidas en esta region como la lactdogeno placentaria [ y II y otras, son liberadas de
manera directa a la circulaciéon materna redireccionando el sistema enddcrino materno y modulando
cambios necesarios para el desarrollo de la prenez (Cross y col. 1994 Cuatro linajes de células del
trofoblasto se diferencian a partir de células progenitoras de trofoblastos y contituyen esta zona: 1)
células gigantes del trofoblasto, ii) espongiotrofoblastos, iii) células de glucogeno y iv) células
trofoblasticas invasoras (Soares y col. 2012) as células gigantes del trofoblasto se encuentran
bordeando la zona de union de la placenta formando una capa discontinua. Son las principales
células endocrinas de la placenta y poseen capacidad invasiva. Ademads, existen subpoblaciones de
este tipo celular en otros lugares especificos dentro de la placenta (Georgiades y col. 2002).os
espongiotrofoblastos son los principales constituyentes de la zona de unidn y también contribuyen a
la funcion endocrina de la placenta. Las células de glucogeno aparecen alrededor del dia 13 de
prefiez. Poseen la capacidad de almacenar glucogeno y de invadir la arteria uterina materna
produciendo modificaciones en los componentes de la pared vascular y aumentando el flujo
sanguineo (Georgiades y col. 2002En la placenta madura se las encuentra formando grupos
delimitados por espongiotrofoblastos (Kaufmann y col. 2003)Las células trofoblasticas invasoras
migran desde la zona de union y entran en el compartimento de la zona mesometrial del utero,
donde penetran y rodean las arterias espiraladas uterinas, jugando un papel clave en su
remodelacion. Las células invasoras endovasculares reemplazan el endotelio, mientras que las
células trofoblasticas intersticiales permanecen situadas entre la vasculatura (Malassine y col. 2003)

Por ultimo, se encuentra la zona de tejido uterino modificado que constituye la cara materna

de la placenta. Este tejido uterino se denomina “decidua” y se encuentra limitado por las células
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trofoblasticas y el miometrio. Esta region es progresivamente invadida por los trofoblastos gigantes

y las células de glucogeno (Cross 1998)

MIOMETRIO |

G glucogénicas

DECIDUA
CGT

Trofoblastos

ZONA DE endovasculares
UNION
G glucogénicas
| Espongiotrofoblastos

LABERINTO

Espacio sanguineo
materno

Proyecciones
corionicas

Esquema 1: Placenta madura de rata con las tres zonas que la constituyen: laberinto, zona de union y
decidua. VM: vena materna, AM arteria materna, CGT: células gigantes del trofoblasto, CU: cordon

umbilical. Las flechas indican el sentido de la circulacion placentaria. Adaptado de Georgiades y col., 2002.

Si bien en la prefiez murina la principal sintesis de estrogenos y progesterona la realiza el
cuerpo lateo (Malassine y col. 2003hasta mediados de la gestacion es la hipofisis la encargada de
secretar prolactina para sostener la funcién endodcrina del cuerpo liteo y asi mantener la funcion
ovarica. Luego es la placenta la que sintetiza y secreta hormonas tipo prolactina para estimular dicha
funcion. Durante la gestacion murina se sintetizan las hormonas lactégeno placentaria I y II, que a
través de la uniodn a los receptores de prolactina mantienen la funcion esteroidogénica del cuerpo

luteo (Galosy y Talamantes 1995)
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2.2. HOMOLOGIA ENTRE LA PLACENTA DE RATA Y LA PLACENTA HUMANA

A diferencia de lo que ocurre en la rata, en el humano, durante las primeras ocho semanas de
gestacion, previo al establecimiento de la placenta, la funcion endocrina del cuerpo luteo es
mantenida por la hormona gonadotrofina coridnica (hCG) producida por el embriéon (Jameson y
Hollenberg 1993)A partir de la semana ocho de gestacion, la funcién enddcrina es llevada a cabo
por la placenta (Albrechty Pepe 1990)

La placenta humana (Esquema 2) consta de una placa basal o corionica similar a la de la
placenta de rata, en la que arterias y venas radiales fetales se congregan en el cordon umbilical y
emiten sus proyecciones por dentro de las vellosidades. Seguidamente se halla la placenta fetal,
analoga al laberinto murino, formada por vellosidades troncales que se ramifican limitadamente
formando las vellosidades terminales, dando el aspecto de arbol velloso. De manera diferente a lo
que se observa en la placenta de rata, las vellosidades de la placenta humana poseen una sola capa
sincicial en lugar de tres, estableciendo asi la placenta hemomonocorial: vellosidades formadas por la
vasculatura fetal rodeada por una sola capa de sinciciotrofoblasto que se encuentra en contacto con la
sangre materna y que presenta microvellosidades en la membrana plasmatica que aumentan su
superficie de intercambio (Gude y col. 2004)La invasion de la pared uterina es llevada a cabo por
dos tipos de trofoblastos: los trofoblastos de la vellosidad y los trofoblastos extra-vellosidad. Los
primeros permanecen rodeando la vellosidad y posteriormente se fusionan formando una monocapa
sincicial (sinciciotrofoblasto). Los trofoblastos extra-vellosidad se separan de las vellosidades,
invaden la decidua materna y se diferencian en trofoblastos gigantes multinucleados (Lyall 2002) De
manera similar a lo que ocurre en la placenta de rata, las vias de invasion de trofoblastos humanos
son: la via intersticial, mediante la cual los trofoblastos invaden el estroma uterino, y la via
endotelial, mediante la cual los trofoblastos invaden las arterias espiraladas reemplazando a células
endoteliales y musculares (Kaufmann y col. 2003)

Las mencionadas homologias permiten la utilizacién de la placenta de rata como modelo

animal para el abordaje del estudio de la placenta humana (Soares y col. 2012)



Introduccion

Vasos uterinos o arterias espiraladas
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vasos fetales
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coriénica
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Esquema 2: Vellosidad de placenta humana. Adaptado de Henry Gray, Anatomy of the Human Body:
Development of the Fetal Membranes and Placenta, 1918 (Gray y Lewis 2000).

2.3. TRANSPORTE DE NUTRIENTES PLACENTARIO

El tejido placentario esta especializado para proveer al feto de los nutrientes y el oxigeno
necesarios para su crecimiento y desarrollo. La glucosa, los aminodcidos, los 4cidos grasos y el
colesterol son macronutrientes esenciales para un crecimiento fetal adecuado (Duttaroy 2009, Brett
y col. 2014)

La glucosaes la principal fuente de energia de los tejidos feto-placentarios. El feto utiliza la
glucosa como principal sustrato energético, es por ello que la glucemia fetal es menor a la materna,
generando un gradiente positivo de glucosa materno-fetal y facilitando su transporte (Baumann y
col. 2002, Brett y col. 2014).a gluconeogénesis fetal es minima y los requerimientos de glucosa
por parte del feto son altos, por lo que el feto depende de la glucosa proveniente de la circulacion
materna para su normal desarrollo (Kalhan y Parimi 2000)La glucosa es captada por el trofoblasto
no s6lo mediante difusion facilitada de acuerdo a su gradiente de concentracidon, sino también a
través de transportadores (principalmente GLUT1) que aumentan su velocidad de entrada. Estos
transportadores son regulados por la concentracion de glucosa, siendo estimulados en condiciones
de bajos niveles de glucosa, y también son regulados positivamente por el factor de crecimiento

IGF1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1) y la hipoxia (Baumann y col. 2002)
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Los amino&cidosson captados por la placenta a través de transporte activo. Existen
numerosos transportadores como el sistema transportador de aminoécidos A y el L, involucrados en
el transporte de aminoacidos esenciales y no esenciales en contra del gradiente de concentracion
(Jansson 2001, Gaccioli y col. 201%e¢ ha visto que los transportadores de aminoacidos se
encuentran regulados por la nutricion materna, encontrandose aumentados en gestantes obesas
(Rosario y col. 2016y disminuidos en gestantes con desnutricion (Gaccioli y col. 2013) La
insulina y el factor de crecimiento IGF1 regulan positivamente a mTOR (blanco de rapamicina en
células de mamifero), proteina que controla el crecimiento celular y el metabolismo en respuesta a
nutrientes, a factores de crecimiento y al estado energético celular (Guo 2014) A través de esta
regulacion se estimula la sintesis de proteinas en momentos en los que el organismo posee elevadas
concentraciones de nutrientes (Jansson y col. 2006, Sferruzzi-Perri y col. 2007, Rosario y col.
2016)

Los acidos grasoson una fuente importante de energia para el feto. Estos se encuentran en
la circulacién materna en su forma libre, unidos a la albumina o formando parte de lipidos mas
complejos como triglicéridos y contenidos dentro de lipoproteinas (Abumrad y col. 1999, Brett y col.
2014) Los acidos grasos libres son incorporados a la placenta por difusion o a través del transporte
mediado por proteinas transportadoras de 4cidos grasos libres, mientras que aquéllos contenidos en
lipoproteinas son previamente hidrolizados por lipasas presentes en la membrana del trofoblasto
como la lipoproteina lipasa (LPL) y la lipasa endotelial (LE), que se encuentran asociadas a
receptores de lipoproteinas (Lindegaard y col. 2005, Brett y col. 2014, Rodriguez-Cruz y col. 2016)
La expresion y la actividad de las proteinas implicadas en el transporte de acidos grasos se
encuentran reguladas por la insulina, el IGF-1 y la leptina (Magnusson-Olsson y col. 2006,
Mousiolis y col. 2012)

El colesteroltiene un papel importante en el desarrollo fetal, ya que es un componente
esencial de las membranas y un precursor de las hormonas esteroides. El feto sintetiza colesterol de
forma endégena (Herrera 2002) sin embargo, un porcentaje de la demanda fetal de colesterol se
incorpora desde la circulacion materna, donde esta molécula se encuentra formando parte de
lipoproteinas (Wadsack y col. 2003, Woollett 201E)l colesterol se transporta a través de la
placenta hacia el feto mediante los transportadores de colesterol de la familia ABC (ATP-Binding
Cassette) Al y G1 principalmente, transportadores situados en el endotelio fetal y en el trofoblasto
(Christiansen-Weber y col. 2000, Stefulj y col. 2009)

El crecimiento fetal se relaciona con la disponibilidad de nutrientes maternos y con la
capacidad de la placenta de transportar los nutrientes hacia el feto. A su vez, la capacidad de

transferencia de nutrientes de la placenta depende de la expansion y caracteristicas del area de
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intercambio y de la cantidad de transportadores funcionales, pardmetros que se encuentran
influenciados y regulados por el metabolismo materno y fetal (Jansson y Powell 2006, Brett y col.
2014) El indice de “eficiencia placentaria”, definido como el cociente entre ¢l peso fetal y el peso
placentario brinda informacion acerca de la capacidad de la placenta de proveer sustento para el
crecimiento fetal. Un cociente alto se asocia a una incrementada transferencia de nutrientes y normal

o gran crecimiento fetal, mientras que un cociente bajo se asocia a una deficiencia en la capacidad

de transporte de nutrientes placentario y retraso del crecimiento intrauterino (Fowden y col. 2009

Hayward y col. 2016)
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3. LOS LIPIDOS

3.1. ESTRUCTURA, FUNCION Y METABOLISMO

Los lipidos son uno de los sustentos metabodlicos para el desarrollo fetal y la vida. Son
moléculas organicas de estructura diversa cuya caracteristica en comun es su insolubilidad en
liquidos acuosos y su solubilidad en solventes organicos. Son componentes estructurales de la
membrana celular y de las membranas de las organelas celulares, pueden formar parte de la vaina
que envuelve a las células nerviosas, constituir la reserva celular para la obtencion de energia a largo
plazo, funcionar como cofactores enzimaticos y moléculas de sefalizaciéon inter e intracelulares y
ser precursores para la sintesis de hormonas (Feingold 2000)

La insolubilidad en liquidos acuosos otorga dificultad al transporte lipidico en los fluidos
bioldgicos, por lo que se los encuentra unidos a proteinas o formando parte de lipoproteinas. La
sintesis, el transporte, el destino y la degradacion de lipidos son modulados por diversas hormonas
en funcion de la ingesta y las necesidades del organismo.

Los lipidos pueden clasificarse en funcion de su polaridad como lipidos neutros o lipidos
polares:

Lipidos neutros: Los &cidos grasosson moléculas organicas formadas por una larga cadena
hidrocarbonada de nimero par de 4tomos de carbono en cuyo extremo hay un grupo carboxilo. Los
acidos grasos que se consumen en la dieta incluyen 4cidos grasos saturados, acidos grasos
monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los PUFA tienen mas de un doble enlace
y son clasificados en base a su estructura quimica, siendo esenciales en el desarrollo los omega-3 (n-
3), omega-6 (n-6) y omega-9 (n-9). El acido araquidoénico (n-6) y el dcido docosahexaenoico (n-3)
son absolutamente necesarios para numerosos procesos, incluyendo el crecimiento, la reproduccion,
la vision y el desarrollo del cerebro (Gurr y col. 2002) Es por ello, que estos acidos grasos o sus
precursores, el acido linoleico y el acido linolénico respectivamente, necesitan ser incorporados
mediante la dieta. Por otro lado, los acidos grasos saturados son moléculas de alto contenido
energético que estimulan vias pro-inflamatorias a través de la activacion de los TLRs (Holzer y col.
2011) Los acidos grasos se encuentran dentro de la célula esterificados en su mayor parte en
triglicéridos o ésteres de coleterol, y en circulacion unidos a proteinas transportadoras como por
ejemplo la albumina y las proteinas de union a acidos grasos (FABP). En la circulacion fetal, los

acidos grasos se encuentran unidos a alfa feto proteinas (Gitlin 1975)
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Los triglicéridos (Tg) estan conformados por tres acidos grasos esterificados a cada uno de
los grupos hidroxilos del glicerol. Constituyen una fuente de reserva energética importante ya que la
oxidacion de los triglicéridos libera una gran cantidad de energia. Dada la naturaleza apolar de sus
componentes, se almacenan en gotas lipidicas intracelulares y se transportan formando parte de
macromoléculas mas grandes, las lipoproteinas (HDL, VLDL y LDL).

El colesteroles miembro del grupo de esteroides que posee un sistema de anillo tetraciclico y
no presenta acidos grasos en su composicion. También es almacenado en gotas lipidicas y
transportado formando parte de lipoproteinas (HDL, VLDL y LDL). Su presencia modula la fluidez
de las membranas biologicas, brindando soporte estructural a las mismas. Es el precursor de la
mayoria de las hormonas esteroideas. Su disponibilidad y metabolismo es fundamental para la
produccion de hormonas responsables del reordenamiento metabdlico que asegura el mantenimiento
de la prefiez, la nutricién fetal y el desarrollo embrionario (Minsker y col. 1983, Repetto y col.
1990)

Los ésteres de colesterebn acidos grasos esterificados a una molécula de colesterol. Son
también componentes estructurales de las membranas celulares y reservorios de acidos grasos y de
colesterol en gotas lipidicas en el interior de la célula.

Lipidos polares: Los componentes mayoritarios de las membranas celulares son los fosfolipidos
lipidos que se componen de una molécula de glicerol que esterifica dos acidos grasos, y un acido
fosforico que esterifica a otro compuesto, generalmente una base organica (colina, serina, inositol o
etanolamina). De esta manera, la fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y
fosfatidiletanolamina que conforman las bicapas lipidicas de las membranas celulares se sitian en la
porcion expuesta al citosol o al medio extracelular. De acuerdo a las cantidades relativas de estos
fosfolipidos y de otros componentes se definen las caracteristicas y funciones de las membranas
como la fluidez, la permeabilidad, el potencial eléctrico y la capacidad de transmitir sefiales, entre
otras. Los fosfolipidos de las membranas trofoblasticas, especificamente la fosfatidilserina, estan
involucrados en el proceso de fusion celular y formacién de sincicios. Dada su participacion en la
formacion de nuevas estructuras celulares, los fosfolipidos juegan un papel fundamental durante la

organogénesis (Adler y col. 1995)

Adquisicion de lipidos dietarios

Los lipidos provenientes de la dieta son hidrolizados en moléculas simples en el lumen del
intestino durante el proceso de absorcion e ingresan a la circulacion plasmatica en forma de
quilomicrones (Q), lipoproteinas originadas en las células de la mucosa del intestino. Cuando

alcanzan la circulacién, la mayoria de los Q se dirigen hacia el higado a través del sistema porta,
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mientras que una proporcion de Q se dirige hacia los tejidos extrahepaticos, donde la enzima
lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza los triglicéridos contenidos dentro de los Q liberando é4cidos
grasos y dando origen a Q remanentes (Q rem) y lipoproteinas de densidad intermedia y baja (IDL y

LDL) (Esquema 3) (Redgrave 1970, Brett y col. 2014)
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Esquema 3: Adquisicion de lipidos dietarios, transporte y utilizacion de &cidos grasos. Q: quilomicrones;

Q rem: quilomicrones remanentes; IDL: lipoproteina de densidad intermedia; LDL: lipoproteina de baja

densidad VLDL: lipoproteina de muy baja densidad; Tg: triglicéridos, AGL: acidos grasos libres; FATP:
proteinas transportados de &cidos grasos; FAT: proteinas translocasas de acidos grasos; FABP: proteinas de

union a acidos grasos.

Transporte y utilizacion de acidos grasos

Los 4cidos grasos adquiridos mediante la dieta o como resultado de la hidrolisis del tejido
adiposo son transportados en la circulacion unidos a la albimina plasmatica o vehiculizados en las
lipoproteinas formando parte de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol. Son incorporados en los
hepatocitos a través de difusion, como resultado de un proceso mediado por proteinas
transportadoras de acidos grasos (FATP) o translocasas de acidos grasos (FAT) como la CD36
(Abumrad y col. 1999, Kazantzis y Stahl 20d2)omo resultado de una combinacion de estos
procesos (Esquema 3) (Sampath y Ntambi 2005, Nguyen y col. 20@) el compartimento
intracelular los acidos grasos se unen a la coenzima A (CoA), proceso catalizado por la enzima acil-
CoA sintasa hepatica (ACSL) que se encuentra anclada en la membrana celular. Una de las
condiciones requeridas para que los 4cidos grasos participen en las diferentes vias metabdlicas es la

formacion de acil-CoA-tioésteres (acil-CoA). Posteriormente, el acil-CoA se une la proteina
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citosolica FABP (proteina de union a acidos grasos), lo cual facilita su solubilizacion y posibilita su
transporte a los diferentes compartimentos celulares (Chmurzynska 2006, Storch y Corsico 2008)
Alternativamente, los acil-CoA pueden ser incorporados en lipidos mas complejos como los
triglicéridos y fosfolipidos, ser oxidados en las mitocondrias y peroxisomas o desencadenar efectos

sobre la regulacion génica y vias de sefnalizacion (Nguyen y col. 2008, Rui 2014)

Sintesis de acidos grasos y triglicéridos

La biosintesis de acidos grasos (lipogénesis) se lleva a cabo en el citoplasma de todas las
células a partir de acetil-CoA, ATP y el poder reductor del NADPH proveniente del ciclo de las
pentosas fosfato y otros sistemas generadores. El acetil-CoA puede provenir de la glucdlisis, de la
degradacion de aminoacidos o de las reservas de triglicéridos del propio tejido (Desvergne y col.
2006) Actualmente se sabe que algunos lipidos son almacenados en gotas lipidicas, unidades
especializadas consideradas depdsitos de lipidos neutros intracelulares. Ademas de su funcion de
reservorio energético, las gotas lipidicas son fuente de lipidos para la biosintesis de membranas y
almacenan lipidos potencialmente toxicos para las células (Ducharme y Bickel 2008, Fujimoto y
Parton 2011)

La sintesis de triglicéridos tiene lugar en el reticulo endopldsmico de la mayoria de las
células del organismo, pero es en particular en los hepatocitos y en los adipocitos donde este proceso
es mas activo y de mayor relevancia metabolica. En el higado, la sintesis de triglicéridos se
encuentra conectada a la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). No se considera
a este 6rgano como un sitio de almacenamiento fisioldgico de lipidos, sino como un organo de

distribucion de los mismos (Lewis 1997, Lewis y col. 2002)

Oxidacion de acidos grasos

El primer paso de la B-oxidacion de los 4cidos grasos es su activacion mediante su
conversion a tioésteres de coenzima A (acil-CoA), catalizada por la Acil-Coa sintasa. Luego, los
acidos grasos de cadena corta son transportados directamente a la matriz mitocondrial, mientras que
los de cadena larga necesitan ser conjugados a carnitina para poder atravesar la membrana
mitocondrial interna. Esta conjugacion es catalizada por la carnitina palminoil transferasa 1 (CPT1),
enzima que se encuentra unida a la membrana mitocondrial externa (Coleman y col. 2000, Ryu y
Cha 2003, Nguyen y col. 2008)entro de la matriz mitocondrial se lleva a cabo la B-oxidacion,
donde las moléculas de acil-CoA son degradadas por una secuencia de reacciones de oxidacion,
hidratacion y tidlisis. En la oxidacion de acidos grasos saturados intervienen ademds enzimas

isomerasas y reductasas encargadas de reducir los dobles enlaces. La actividad de CPT1 se
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encuentra disminuida en el estado post-prandial, mientras que aumenta en ayunas. Los
incrementados niveles de malonil-CoA provenientes de la actividad de la acil-CoA carboxilasa
(ACC, enzima clave en la sintesis de los acidos grasos) inhiben la actividad de CPT1, disminuyendo
la entrada de 4acidos grasos al compartimento mitocondrial y en consecuencia la B-oxidacion
(McGarry y col. 1977, Stefanovic-Racic y col. 2008) oxidacion de acidos grasos también tiene
lugar en los peroxisomas (Mannaerts y col. 2000)El paso limitante de este proceso esta
determinado por la accidén de la enzima acil-CoA oxidasa (ACO). Existe una selectividad diferente
en cuanto a la clase de acido graso que es oxidado en la mitocondria y en los peroxisomas, los
acidos grasos de cadenas muy largas comienzan su oxidacion preferentemente en los peroxisomas y
la finalizan en las mitocondrias, indicando una conexién entre ambas organelas (Schumann y

Subramani 2008, Demarquoy y Le Borgne 2015)

3.2. METABOLISMO LIPiDICO EN LA GESTACION

A comienzos y hasta mediados de la gestacion el cuerpo materno acumula grasa, que luego
sera utilizada por el feto para su crecimiento y desarrollo. Este proceso fisiologico, que se evidencia
tanto en mujeres como en modelos experimentales, es consecuencia de la hiperfagia y del aumento
de la sintesis de lipidos por parte del tejido adiposo debido a una mayor respuesta a insulina (King y
col. 1994, Herrera y col. 2006Fn efecto, tratamientos in Vivo en ratas prenadas han demostrado
que los principales componentes lipidicos de las dietas representan el principal componente lipidico
del tejido adiposo materno, demostrando una eficiente acumulacion de 4cidos grasos en el tejido
adiposo materno durante la gestacion temprana y que la composicion de los acidos grasos dietarios
maternos influye en la composicion del tejido adiposo y del plasma materno y fetal (Sohlstrom y col.
1994, Amusquivar y Herrera 2003)

Hacia el final de la gestacion se produce un estado de insulino resistencia fisiolodgico que
conduce al metabolismo lipidico materno hacia una condicion catabdlica (Lopez-Luna y col. 1986)
Se produce una disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) en el tejido adiposo,
disminuyendo la incorporaciéon de triglicéridos desde la circulacion. Ademads, se produce un
aumento de la actividad lipolitica del adipocito, con la consecuente liberacion de acidos grasos no
esterificados y glicerol a la circulacion. Estas moléculas son incorporadas en el higado, donde
pueden ser re-esterificadas a triglicéridos que son luego liberados a la circulacién formando parte de
las VLDL. Los triglicéridos de las VLDL son hidrolizados en la membrana del trofoblasto y los
acidos grasos liberados son captados por la placenta (Duttaroy 2009, Brett y col. 2014Qarte de los

acidos grasos que son captados por el higado son oxidados en los hepatocitos, proporcionando
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energia metabolica y la produccién de cuerpos cetonicos, que luego son liberados a la circulacion y
captados por la placenta. Estos caminos metabdlicos se encuentran incrementados desde mediados
de la gestacion, conduciendo a la hiperlipidemia materna y facilitando la nutricion fetal y el rapido
crecimiento y acumulacion lipidica que el feto requiere en esta etapa del desarrollo (Herrera y col.
2006)

Durante la gestacion también se observa un aumento en los niveles de leptina en circulacion
materna como consecuencia de su produccion por parte de la placenta y del tejido adiposo (Chien 'y
col. 1997, Hauguel-de Mouzon y col. 2006, Henson y Castracane. 200@)cvados niveles de la
hormona contribuyen con la hiperlipidemia materna a través del estimulo del catabolismo lipidico en
la periferia (Muoio y Lynis Dohm 2002, Ceddia 200Bpr otro lado, durante la gestacion se
observa hiperfagia materna debido al desarrollo de resistencia a la leptina a nivel del sistema

nervioso central (Ladyman y col. 2012)

Transporte placentario de lipidos

Una de las principales moléculas lipidicas que recibe el feto son los acidos grasos. Cuando
los mismos estan en circulacion en su forma libre (unidos a albumina), pueden atravesar la barrera
placentaria por difusion simple (a favor del gradiente de concentracion que existe para la mayoria de
los acidos grasos libres) o en forma facilitada por proteinas transportadoras de acidos grasos
presentes en la placenta humana y de rata (Campbell y col. 1994, Crabtree y col. 1998, Knipp y col.
2000) Sin embargo, la mayor parte de los lipidos en circulacion materna son triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol que se encuentran formando parte de lipoproteinas originadas en
el intestino (quilomicrones) o en el higado (principalmente en las lipoproteinas de baja densidad,
VLDL). La placenta posee multiples receptores y enzimas que le permiten metabolizar las
lipoproteinas de circulacion materna e incorporar su contenido. Entre ellas se encuentran las
enzimas lipoproteina lipasa (LPL) y lipasa endotelial (LE), que, acopladas a receptores de
lipoproteinas, hidrolizan los triglicéridos de las lipoproteinas hacia acidos grasos (Lindegaard y col.
2005, Duttaroy 2009)Una vez que los acidos grasos son hidrolizados, se encuentran disponibles
para ser incorporados por la placenta. Algunos pueden atravesar la placenta por difusion simple,
mientras que otros son transportados al interior del trofoblasto por transportadores de 4cidos grasos
(FATP) y translocasas de acidos grasos (FAT/CD36) (Cunningham y McDermott 2009, Kazantzis y
Stahl 2012)Las proteinas de union a acidos grasos (FABP) se localizan en el citoplasma y son las
responsables del transporte de los 4cidos grasos a través de citosol hasta los sitios donde seran
oxidados 6 esterificados. La placenta cuenta con todas las enzimas necesarias para reesterificar los

acidos grasos liberados luego de la hidrolisis y acumularlos en forma transiente en las células
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trofoblasticas. Dichos lipidos pueden ser utilizados por la placenta como fuente de energia o ser
nuevamente hidrolizados para la obtencion de los 4cidos grasos que son transferidos a circulacion
fetal (donde estaran en forma de acidos grasos libres o formando parte de lipoproteinas fetales)
(Cunningham y McDermott 2009, Diaz y col. 20X4)mo se ha mencionado, la expresion y la
actividad de las proteinas implicadas en el transporte de 4cidos grasos se encuentran reguladas por la

insulina, el IGF-1 y la leptina (Magnusson-Olsson y col. 2006, Mousiolis y col. 2012)
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4. LA INSULINA

4.1. SINTESIS Y REGULACION

La insulina es una hormona proteica crucial en el metabolismo de la glucosa. Es sintetizada
en las células-f de los islotes de Langerhans en el pancreas como una pre-hormona. Su secrecion es
estimulada principalmente por los niveles de glucosa en circulacion y su produccion es regulada por
numerosas hormonas. Un aumento en los niveles de las hormonas de crecimiento, lactoégeno
placentario, estrogenos y progestagenos induce la secrecion de insulina, mientras que la leptina
posee efectos inhibitorios sobre la secrecion de insulina (Desvergne y col. 2006, Niswender y
Magnuson 2007)

4.2. FUNCIONES

Durante el estado postprandial, la secrecion de insulina controla la homeostasis metabdlica
mediante la promocion de procesos anabolicos en numerosos tejidos. Estimula la entrada de glucosa
en musculo y tejido adiposo (promoviendo la translocacion de GLUT4 a la membrana), la sintesis
de proteinas y de glucdgeno en el musculo y el higado, la sintesis de lipidos y su almacenamiento en
el higado y el tejido adiposo, mientras que posee efectos inhibitorios respecto a la oxidacion de
acidos grasos, glucogenolisis, gluconeogénesis, apoptosis y autofagia (Desvergne y col. 2006)
Durante el estado de ayuno la secrecion de insulina disminuye y el efecto de hormonas
hiperglucemiantes como el glucagon favorece la utilizacion de los &cidos grasos en el higado y el
tejido adiposo para la generacion de ATP y el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa
(Randle 1986, Desvergne y col. 2008dlemas, la insulina estimula el crecimiento celular, funcion
en comun con los factores de crecimiento similares a la insulina 1 y 2 (IGF1 y 2) (Desvergne y col.
2006, Hiden y col. 2009)

La insulina induce el crecimiento fetal principalmente mediante la estimulacion del
transporte placentario de glucosa y aminoacidos (Acosta y col. 2015, Rosario y col. 20148)lemas,
existen evidencias que muestran que la insulina también estimula el transporte de lipidos
(Magnusson-Olsson y col. 2006, Softic y col. 20E&)el tejido adiposo, la insulina estimula la
actividad de la LPL, lo que resulta en la liberacion de acidos grasos de las lipoproteinas, que son
incorporados por los adipocitos y almacenados en forma de triglicéridos (Choi y col. 201Q)A nivel

hipotalamico, la insulina regula el peso corporal y la homeostasis de la glucosa (Bruning y col. 2000

17



Introduccion

Taguchi y col. 2007 nivel del endotelio la insulina posee efectos vasodilatadores mediados por la
estimulacion de la produccion de ON por parte del endotelio (Hiden y col. 2009, Guo 2014)

4.3. RECEPTOR Y SENALIZACION

0 Receptor

El receptor de insulina (RI) es una glicoproteina que consiste en una subunidad extracelular o
(135 kDa) y subunidad una transmembrana 3 (95 kDa) que forman homodimeros en respuesta a la
union de la hormona. Existen dos isoformas del RI resultantes del splicing alternativo del exon 11
(correspondiente a 12 aminodacidos situados en el carboxilo terminal de la subunidad a): IRA o
isoforma corta (no posee el exén 11) e IRB o isoforma larga (posee el exon 11) (Seino y Bell 1989
Mosthaf y col. 1990)La abundancia relativa de las isoformas muestra especificidad de tejido en la
rata y en el humano y se encuentra regulada durante el desarrollo y la diferenciacion celular (Moller
y col. 1989, Mosthaf y col. 19908i bien ambas isoformas inducen los efectos mitogénicos y
metabolicos de la insulina (Yamaguchi y col. 1991)RA predomina en tejidos fetales y altamente
proliferativos y se encuentra involucrada principalmente en la sefalizacion de procesos de
proliferacion y sobrevida celular, mientras que IRB se asocia a los efectos metabdlicos de la insulina
(Yamaguchi y col. 1993, Frasca y col. 1998)s dos isoformas presentan diferencias sutiles en
cuanto a la activacion y la sefalizacidn, sin embargo, ademés de su afinidad por la insulina, IRA
presenta alta afinidad por IGF2 y baja afinidad por IGF1, moléculas inductoras del crecimiento
cellular (LeRoith y col. 1995, Frasca y col. 1999, Hiden y col. 20D8pido a la alta homologia
entre el receptor de insulina y el receptor de IGF1 (IGFR1), estas moléculas pueden formar
receptores hibridos que unen insulina e IGF1 (Czech 1982, Pandini y col. 2002, Belfiore y col.
2009) Ademas, si bien con baja afinidad, la insulina puede senalizar a través de su unioén a IGFR1

en condiciones de hiperinulinemia (Baumann y col. 2014)

0 Senalizacion

La unidn de la insulina a su receptor resulta en la autofosforilacion del receptor en tirosina y
en la consecuente fosforilacion de residuos de tirosina presentes en diversas moléculas como las
proteinas tirosinas fosfatasa con dominio SH2 (SHP2) y los sustratos del receptor de insulina (IRS).
Esto conduce al reclutamiento de proteinas rio abajo de la cascada de sefializacion y a la activacion

de las dos principales vias de accion de insulina: la via de las proteinas kinasas activadas por
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mitégenos (MAPK) y la via PI3K/Akt (Guo 2014)(Esquema 4). La via de las MAPK es la
encargada de mediar los efectos de la hormona sobre la mitogénesis y el crecimiento celular,
mientras que la via PI3K/Akt media los efectos de la hormona sobre el metabolismo de nutrientes y
sobre la sobrevida celular (Guo 2014) Akt activa a mTOR (blanco de rapamicina en células de
mamifero) estimulando asi la sintesis de proteinas (Sengupta y col. 2010Ademas, Akt media el
efecto de la insulina sobre la supresion de la produccion de glucosa hepatica (Battiprolu y col.
2012) Otros efectos de Akt son la activacion de la glucdgeno sintasa y la consecuente estimulacion
de la sintesis de glucdgeno, la traslocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, la inhibicién de la
apoptosis y la disminucion de cAMP via activacion de fosfodiesterasas (Guo 2014)

La capacidad de la insulina de activar la lipogénesis estd mediada por la regulacion positiva
de SREBP1 (Proteina de Union al Elemento de Respuesta a los Esteroles) también a través de la
activacion de Akt (Foretz y col. 1999, Yecies y col. 201H]) factor SREBP1 activa la transcripcion
de los genes involucrados en la lipogénesis, induciendo la sintesis de lipidos y colesterol (Horton y
col. 2002, Horton y col. 2003Ademas, la activacion de la ACC por la insulina induce un aumento
de los niveles de malonil CoA, lo que resulta en la inhibiciéon de la CPT1 y por lo tanto una
disminucion de la B-oxidacion mitocondrial de acidos grasos (McGarry y col. 1977, Horton y col.
2003) SREBPI activa a PPARYy (receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales gama),
factor de transcripcion que induce la diferenciacion de adipocitos y regula la transcripcion de
numerosos genes involucrados en la incorporacion, almacenamiento y sintesis de lipidos como la
ACC, la lipoproteina lipasa (LPL) y las proteinas de union y translocacion de acidos grasos (FABP y
CD36) (Berger y Moller 2002)PPARY se expresa principalmente en tejido adiposo y en menor
abundancia en musculo e higado y puede ser activado por una variedad de ligandos incluyendo

acidos grasos, prostaglandinas y leucotrienos (Gavrilova y col. 2003)
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Esquema 4: Principales vias de sefalizacion de la insulina.

20



Introduccion

5. El HIGADO

5.1. CARACTERISTICAS

La respuesta metabolica a los periodos de ayuno y a la ingesta se encuentra regulada por una
serie de interacciones complejas en las que intervienen varios Organos y las cuales se encuentran
coordinadas por el higado.

El higado recibe sangre a través de la vena porta procedente del tubo digestivo y de la arteria
hepética, rama de la arteria aorta. El lobulillo hepatico, unidad funcional del higado, estd formado
por dobles cordones de hepatocitos en disposicion radiada. Entre ellos se encuentra el canaliculo
biliar, en el cual los hepatocitos vierten la bilis que es conducida hacia el conducto biliar. De la rama
de la vena porta y de la arteria hepatica surgen finas ramas que se fusionan formando los capilares
hepaticos, llamados sinusoides. De esta sangre los hepatocitos absorben nutrientes y oxigeno, y en
ella vierten los productos resultantes del metabolismo celular. La sangre sinusoidal sale del lobulillo

a través la vena centrolubulillar (Malarkey y col. 2005)Esquema 5).

Canaliculo Células Hepatocitos
biliar Conducto biliar de kupffer

Vena porta hepética Sinusoides Vena centrolobulillar

(desde el tubo digestivo) (salida de la sangre del lobulillo)
Arteria hepatica

\ (rama de la arteria aorta) }

|

Flujo de sangre hacia el higado

Esquema 5: Lobulillo hepatico.
Las principales funciones desempenadas por el higado pueden agruparse en tres categorias:

a) funcion de sintesis: de glucogeno, lipidos (colesterol, 4cidos grasos y triglicéridos), proteinas

(sintesis de albumina y proteinas Apo que formaran las lipoproteinas), factores de coagulacion y
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bilis; b) funcidén de almacenamiento: vitaminas liposolubles y glucosa en forma de glucogeno; y c)

funcion de detoxificacion (Rui 2014)

5.2. METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

El higado contribuye ampliamente a los niveles de glucosa circulante. Funciona como el
principal “6rgano tampon” capaz de proveer glucosa al organismo cuando los nutrientes escasean y
almacenar glucosa como glucogeno cuando los alimentos abundan. El Esquema 6 resume las
principales vias metabolicas de la glucosa en el tejido hepatico. La glucosa plasmatica ingresa al
hepatocito por difusion facilitada principalmente a través del transportador GLUT2. Luego, es
rapidamente fosforilada a glucosa-6-fosfato por accion de la enzima glucoquinasa. La glucosa-6-
fosfato puede seguir diferentes vias, pudiendo ser: a) desfosforilada por medio de la enzima glucosa-
6-fosfato-fosfatasa y de esta manera pasar a circulacion periférica como glucosa libre; b) degradada
mediante glucdlisis anaerobia hasta piruvato y lactato, a su vez el piruvato puede convertirse en
acetil-CoA via complejo piruvato dehidrogenasa en la mitocondria y de alli continuar al ciclo de los
acidos tricarboxilicos y fosforilacion oxidativa, proporcionando energia a la célula hepatica; c) el
acetil-CoA puede ser ademas convertido en citrato en el interior mitocondrial, y este citrato en el
citosol transformarse nuevamente a acetil-CoA para ser utilizado como sustrato para la sintesis de
acidos grasos (lipogénesis); d) utilizada para la obtencion de equivalentes de reduccion por medio de
la via de las pentosas fosfato; o e) transformada en glucdgeno hepatico mediante la accion de la
glucogeno sintasa. Las enzimas glucoquinasa y glucosa-6-fosfato-fosfatasa, las cuales catalizan el
primer y ultimo paso de la utilizacion y produccion de glucosa respectivamente, poseen un rol clave
en la homeostasis de la glucosa, y su transcripcion y actividad se encuentra regulada por la accion de
la insulina de forma positiva y negativa respectivamente (Desvergne y col. 2006, Rui 2014)

El metabolismo del glucdgeno estd controlado por las actividades de las enzimas glucogeno
fosforilasa (enzima clave en la degradacion del glucogeno) y glucdgeno sintasa y por cambios en el
equilibrio hormonal. La activacion de la glucogeno fosforilasa estd regulada de manera positiva por
el glucagon, las catecolaminas, la adrenalina y la noradrenalina y es inhibida por la insulina y la
glucosa (Barthel y Schmoll 2003, Postic y col. 2004)

La salida neta de glucosa es el resultado de dos vias que ocurren simultdneamente y que
estan altamente reguladas como la glucogenolisis (hidrolisis de glucdgeno, llevada a cabo por la
enzima glucogeno fosforilasa) y la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de lactato, glicerol y

oxalacetato, entre otros) (Postic y col. 2004)La insulina es capaz de inhibir ambas vias impidiendo
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la liberacion de glucosa hepatica mientras que el glucagon y los glucocorticoides estimulan la
produccion y liberacion de glucosa.

GLUCOSA

HEPATOCITO GLUT2

/ glucogeno sintasa \ \
s , .
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Esquema 6: Principales vias del metabolismo hepatico de la glucosa. El circulo rojo sefiala el tipo de

regulacion que la insulina ejerce sobre la via o enzima.

5.3. METABOLISMO DE LOS LiPIDOS

El higado tiene la capacidad de sintetizar lipidos y de metabolizar aquéllos que arriban al
hepatocito. Tanto los &cidos grasos libres, transportados por la albimina, como los triglicéridos,
colesterol y fosfolipidos, transportados en lipoproteinas de la circulacion, son captados por este
organo y pueden ser direccionados a diferentes vias metabolicas segln las necesidades fisiologicas
del organismo (Rui 2014)

El higado recibe desde la circulacion los lipidos transportados por los quilomicrones que
provienen del intestino y aquellos quilomicrones que fueron parcialmente hidrolizados en tejidos
extrahepaticos. También arriban al higado desde la circulacion las lipoproteinas IDL y LDL y los
acidos grasos libres provenientes de la lipdlisis del tejido adiposo (Nguyen y col. 2008)Esquema
7). Los lipidos contenidos dentro de las lipoproteinas son incorporados a los hepatocitos luego de su
hidrélisis mediada por lipasas. La lipasa hepética es una enzima sintetizada por el hepatocito y
localizada en la superficie de los capilares sinusoidales que puede considerarse como una lipasa del
compartimento vascular y comparte numerosas similitudes estructurales y funcionales con la LPL de
los tejidos extrahepaticos. La lipasa hepatica no solo hidroliza triglicéridos y fosfolipidos presentes

en las lipoproteinas, sino que ademas sirve como ligando de receptores celulares y proteoglicanos,
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facilitando su captacion. La LPL hidroliza los triglicéridos de los Q y de las VLDL. Si bien se
expresa principalmente en tejido adiposo y musculo, también se localiza en el higado, donde posee
un patron de regulacion diferente. En roedores, la actividad de la LPL se encuentra elevada durante
las etapas embrionarias y postnatales tempranas, cumpliendo una funcion fundamental en el desvio
de triglicéridos desde la circulacion hacia el higado para proporcionar mas energia (Merkel y col.
1998) Si bien su expresion disminuye rapidamente durante las primeras semanas posteriores al
nacimiento, encontrandose solo en algunas células de Kupffer (Camps y col. 19913e ha visto que
la LPL es fisiologicamente activa en el higado adulto y se encuentra criticamente involucrada en la
regulacion del metabolismo lipidico. De hecho, su sobreexpresion hepatica conduce a un aumento
de dos veces en el contenido de triglicéridos y resistencia a la insulina en ratones y humanos (Kim y
col. 2001, Pardina y col. 2009)na vez incorporados en el higado, los acidos grasos pueden ser
esterificados en lipidos mas complejos como los triglicéridos y fosfolipidos, ser oxidados en la
mitocondria y peroxisomas o desencadenar efectos sobre la regulacion génica y vias de sefializacion
(Nguyen y col. 2008)Esquema 7). El balance entre la oxidacion y la esterificacion de los acidos
grasos en el higado estd controlado principalmente por los cambios nutricionales, los niveles de las
hormonas como la insulina, el glucagon y la leptina entre otras, y la expresion y actividad de

enzimas involucradas en estos procesos.
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Esquema 7: Principales vias de incorporacion y metabolismo de lipidos hepaticos. ACO: acil-Coa oxidasa de

acidos grasos; CPT1: carnitina palmitoil transferasa 1; Q: quilomicrones; Q rem: quilomicrones remanentes;
IDL: lipoproteina de densidad intermedia; LDL: lipoproteina de baja densidad VLDL: lipoproteina de muy
baja densidad; LPL: lipoproteina lipasa; HL: lipasa hepatica. Tg: triglicéridos, AGL: acidos grasos libres.
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Sintesis hepatica de lipidos

El higado puede hacer sintesis de novade acidos grasos (lipogénesis) a partir de sustratos no
lipidicos (principalmente glucosa y aminoacidos) que son transformados en primera instancia a
acetil-CoA. Luego, la acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza la carboxilacion del acetil-CoA en
malonil-CoA y posteriormente la sintasa de 4cidos grasos (FAS) descarboxila el malonil formando
el 4cido graso palmitico (C16:0), proceso que es estimulado por la insulina e inhibido por el ayuno,
el glucagon y la adrenalina (Nguyen y col. 2008l acido graso palmitico puede ser desaturado
dando como resultado 4cido palmitoleico, o elongado dando como resultado la formacion inicial de
acido estearico (C18:0) que a su vez puede ser desaturado formando acido oleico (C18:1) (Sampath
y Ntambi 2005)Uno de los principales reguladores de la sintesis de acidos grasos es la insulina,
que a través de la activacion de la proteina de unidon al elemento de respuesta a los esteroles 1
(SREBP1) induce la expresion de numerosos genes involucrados en la sintesis, transporte y
almacenamiento de lipidos, entre los que se encuentra PPARy (Horton y col. 2002)Otro factor
clave en la regulacion de la lipogénesis es la proteina ChREBP (elemento de respuesta a
carbohidratos), factor de transcripcion inducido por la glucosa que activa genes involucrados en la
lipogénesis y la glucolisis (Rui 2014).

Finalmente, los acidos grasos sintetizados en forma enddgena o los que arriban al tejido a
través de la circulacion son esterificados en fosfolipidos, triglicéridos y/o ésteres de colesterol. Para
ello, son activados a acil-CoA por la enzima acil-CoA sintasa en el camino que conduce a la sintesis
de triglicéridos, proceso catalizado por las enzimas: glicerol-3-fosfato-aciltransferasa, 1-acilglicerol-
3-fosfato-aciltransferasa, fosfatidato fosfohidrolasa y diacilglicerol-aciltransferasa (DAGT) (Nguyen
y col. 2008, Postic y Girard 20Q8lLa sintesis de triglicéridos hepatica se encuentra ligada a la
sintesis y secrecion de VLDL, que constituye el vehiculo de transporte de los triglicéridos
enddgenos sintetizados desde el higado hacia los tejidos extrahepaticos. La formacion de las
lipoproteinas comprende la incorporacion de proteinas apo en la estructura de la lipoproteina, que
una vez madura migra hacia la membrana sinusoidal del hepatocito fusiondndose con ella para ser
secretadas por pinocitosis inversa a la circulacion como moléculas de VLDL nacientes (Lewis 1997,
Nguyen y col. 2008)

La velocidad de liberacion de las VLDL hepatica se encuentra regulada por el estado
nutricional y hormonal del organismo, el cual modula los caminos de oxidacion, almacenamiento o
secrecion de acidos grasos. Ante una situacion de insulino resistencia y/o alta disponibilidad de
nutrientes, en presencia de una incrementada disponibilidad hepatica de acidos grasos y una mayor
lipogénesis, los hepatocitos priorizan el camino de esterificacion de los acidos grasos con el

consecuente aumento de secrecion de VLDL-triglicéridos (Lewis 1997 Lewis y col. 2002)En
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ciertas condiciones metabolicas, relacionadas con un alto indice de oxidacion de acidos grasos, el
higado produce cantidades considerables de cuerpos cetdonicos que son exportados a la circulacion.
Los cuerpos cetonicos son utilizados como fuente de energia por los tejidos extrahepaticos entre los

cuales se encuentra la placenta (McGarry y col. 1975, Herrera 2002)

Oxidacion hepatica de lidipos

El higado incorpora y oxida o almacena los lipidos de la circulacion contribuyendo a evitar
los efectos adversos debidos a la hiperlipidemia y a la lipotoxicidad en el resto de los tejidos del
organismo. La oxidacion de acidos grasos en los hepacitos se lleva a cabo en la mitocondrias y
peroxisomas, siendo un factor clave en este proceso el receptor activado por proliferadores
peroxisomales alfa (PPARa).

Los PPAR son miembros de la superfamilia de receptores nucleares de hormonas. Son
factores de transcripcion activados por ligando que regulan la expresion de genes implicados en la
homeostasis lipidica y en los procesos fisiopatologicos que subyacen en la sensibilidad a la insulina
y a la regulacion de procesos inflamatorios (Wahli y Michalik 2012)Hasta ahora se han identificado
tres isotipos del receptor: PPARa, PPAR /6 y PPARY. Sus secuencias se encuentran altamente
conservadas entre especies, existiendo mas de un 80% de homologia entre el raton, la rata y el
humano (Kersten y Wahli 2000, Lewis y col. 2002)da isotipo presenta un patréon de expresion y
funciones diferenciales en los diferentes tejidos del organismo (Berger y Moller 2002, Hihi y col.
2002) Las tres isoformas de PPAR funcionan como sensores de acidos grasos, regulando la
homeostasis metabolica celular (Berger y Moller 2002, Desvergne y col. 2Q06)

PPARa heterodimeriza con el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) y se une a regiones
especificas PPRE (elementos de respuesta a PPAR) en el promotor de sus genes blanco. La
activacion de PPARa se produce ante la union del ligando, que induce un cambio conformacional en
la estructura proteica que permite la disociacion de proteinas co-represoras y la asociacion con

proteinas co-activadoras (Berger y Moller 2002)Esquema 8).
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Esquema 8: Principal via de activacion de los PPAR. Los heterodimeros PPAR-RXR se unen a regiones
PPRE (elementos de respuesta a PPAR) localizadas en el promotor de genes blanco. La union del ligando
induce un cambio conformacional en el PPAR que permite su disociacion de factores co-represores y el

reclutamiento de factores co-activadores que activan la transcripcion génica.

PPARa se distribuye mayoritariamente en tejidos con alta tasa metabdlica como el tejido
adiposo y el higado, y en menor nivel en el corazon, los rifiones, la placenta, el estomago y el
musculo. Sus genes blanco participan de practicamente todos los procesos del catabolismo lipidico
incluyendo el transporte de 4cidos grasos a través de la membrana celular, la B-oxidacion
mitocondrial y peroxisomal y el trafico de colesterol (Rakhshandehroo y col. 2007, Pyper y col.
2010) PPARa regula positivamente la transcripcion de la acil CoA oxidasa (ACO) y la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1), enzimas claves en la B-oxidacion de acidos grasos peroxisomal y
mitocondrial, respectivamente (Tugwood y col. 1992, Pyper y col. 20189 ha visto que agonistas
de PPARa mejoran la sensibilidad a la insulina y disminuyen los niveles de lipidos en ratas Zucker y
ratones alimentados con dietas con exceso de grasas (Guerre-Millo y col. 2000, Ye y col. 2001)
Ademas, PPARa regula positivamente a la LPL favoreciendo la incorporacion de acidos grasos
contenidos en lipoproteinas (Panadero y col. 2006, Zhao y col. 201&isminuye la produccion de
VLDL e induce la produccion de HDL-colesterol dando como resultado la eliminacion del exceso
de colesterol dentro del higado (Lefebvre y col. 2006Por otro lado, PPARa regula la expresion de
proteinas desacoplantes de la cadena respiratoria, incrementando asi el gasto energético a través de
la termogénesis (Srivastava y col. 2006Finalmente, se ha observado que la activacion de PPAR«
modula negativamente la expresion de citoquinas pro-inflamatorios como IL-1 y TNF-a. Estas
acciones, junto con su capacidad de disminuir la concentracion lipidica en circulacion y en los
tejidos (via activacion de la lipdlisis) le confiere a este receptor propiedades anti-inflamatorias y

protectoras de la lipotoxicidad (Pyper y col. 2010Varga y col. 2011)
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Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son capaces de activar a los tres isotipos de
PPAR. Varios trabajos han estudiado el efecto de la administracion dietaria de PUFA sobre la
modulacion de PPARa (Varga y col. 2011, Grygiel-Gorniak 2014)rabajos de nuestro laboratorio
y de otros autores muestran que la administracion de ligandos naturales de PPARa mediante dietas
ricas en aceite de cartamo y aceite de oliva o mediante administracién intra-fetal, inducen la
activacion de PPARa, modulando el metabolismo de lipidos placentario y en el higado fetal en ratas
sanas y diabéticas (Hsu y Huang 2006, Capobianco y col. 2008, Martinez y col. 2011, Martinez y
col. 2011)

Si bien hace muchos afios se conoce que la regulacion del balance energético se encuentra
influenciada por las hormonas esteroideas sexuales gonadales, ain se sigue estudiando el papel que
juegan en esta regulacion (Mystkowski y Schwartz 2000, Kautzky-Willer y Handisurya 20Q89)
hormonas esteroideas sexuales femeninas participan en la regulacion de la ingesta de alimentos, el
peso corporal y el metabolismo de los lipidos (Tchernof y col. 1998, Geary y Asarian 2001, D'Eon y
col. 2005) De forma interesante, se ha observado que muchas de las funciones de PPARa,
especialmente aquulas asociadas al metabolismo lipvdico, se encuentran sujetas a una regulacion
gmero-dependiente (Rando y Wahli 2011Be encuentra reportado que los efectos de PPARa sobre
el metabolismo de lipidos estarian influenciados por el estrogeno (Yoon 2009, Yoon 2014 demas,
numerosos trabajos indican que los heterodimeros de PPAR y de los receptores de estrogenos (ER)
(PPAR/ER) son capaces de unirse a elementos de respuesta a estrogenos (ERE), y que PPAR y ER
comparten cofactores, lo que sugiere una interaccion entre las funciones de estos receptores (Nunez

y col. 1997, Tcherepanova y col. 2000, Zhu y col. 2000)

5.4. FUNCION DE DETOXIFICACION

El higado es el principal 6rgano de detoxificacion del organismo. En el proceso de
detoxificacion hepatica intervienen numerosos transportadores encargados de incorporar los
metabolitos toxicos desde la sangre sinusoidal hacia dentro del hepatocito para su metabolizacion y
posterior eliminacion a través de la bilis o de la sangre (Esquema 9).

Los hepatocitos son células polarizadas. En la membrana basolateral, en contacto con la
sangre sinusoidal, se encuentran transportadores que remueven xenobioticos y endobidticos desde la
sangre portal y los transfieren hacia dentro del hepatocito. Entre ellos se encuentra el polipéptido
cotransportador de taurocolato sodico, transportadores de aniones y cationes orgdnicos y
transportadores de nucleésidos (Klaassen y Aleksunes 201Dgntro del hepatocito los xenobidticos

y endobidticos sufren reacciones de biotransformacion. En una primera estapa son oxidados,
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reducidos e/o hidrolizados por enzimas de fase I, y en una segunda etapa son conjugados con
moléculas enddgenas polares como sulfatos, dcido glucurénico, glutation, metilos y grupos acetilo
por enzimas de fase II. Luego de estos procesos los metabolitos pueden ser excretados hacia la bilis
a través de transportadores presentes en la membrana apical o del canaliculo (en contacto con el
canaliculo biliar) como las proteinas de resistencia a multidroga, las bombas exportadoras de sales
biliares, las proteinas asociadas al cancer de mama, exportadores de nucledsidos, exportadores de
colesterol, exportadores de multidrogas y toxinas y la proteina asociada a resistencia a multidrogas 2
(MRP2). Los metabolitos biotransformados también pueden ser excretados hacia la sangre a través
de los transportadores presentes en la membrana basal, entre los cuales se encuentran los
transportadores de colesterol y las proteinas asociadas a resistencia a multidrogas (MRP) 3,4y 6
(Esquema 9) (Klaassen y Aleksunes 2010)

La regulacion transcripcional de los transportadores y las enzimas de fase [ y II es inducida
por receptores nucleares como el receptor constitutivo de androstano (CAR), el receptor X de
pregnano (PXR), PPARa y el factor de transcripcion Nrf2 (factor nuclear (derivado de eritroide 2)
similar al 2) (Shelby y Klaassen 2006, Klaassen y Aleksunes.2010)
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Esquema 9: Participacion de MRP2, 3 y 4 en la via de detoxificacion hepatica. MRP: proteina asociada a

resistencia a multidroga.

Proteinas asociadas a resistencia a multidrogas (MRPs)
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Las MRPs son transportadores de la familia ABC (ATP Binding Cassette) involucrados en la
excrecion y detoxificacion de xenobioticos y endobidticos organicos anidnicos. Su nombre proviene
de su capacidad de eliminar diferentes drogas farmacologicas del organismo a través de la orina y
las heces, determinando la biodisponibilidad de las mismas por parte del organismo, siendo asi
proteinas importantes a tener en cuenta en el desarrollo de farmacos (Chandra y Brouwer 2004)
Las MRPs también transportan metabolitos enddgenos colaborando con la eliminacion de desechos
del metabolismo celular. MRP2 y MRP3 median el transporte de diferentes aniones orgdnicos hacia
el canaliculo biliar y la sangre sinusoidal, respectivamente. Sus sustratos incluyen moléculas como
por ejemplo sales biliares, leucotrienos, bilirrubina y estrogenos conjugados a glutation, acido
glucorénido y sulfato (Konig y col. 1999, Klaassen y Aleksunes 20MRP4 transporta y regula la
concentracion intracelular de nucleotidos ciclicos (AMPc y GMPc) (Reid y col. 2003)Otros de sus
sustratos son prostaglandinas, tromboxanos, acido colico, leucotrienos y sales biliares conjugados
(Zelcer y col. 2003, Klaassen y Aleksunes 201fyegulacion de los transportadores se encuentra
sujeta a modificaciones a nivel epigenético, transcripcional, post-transcripcional, traduccional y
post- traduccional. A nivel post-transcripcional se encuentra regulado el reclutamiento de los
transportadores en la membrana plasmatica, la fosforilacion/desfoforilacion y las interacciones
proteina-proteina. A nivel transcripcional los transportadores son regulados por receptores nucleares

especificos, entre los que se encuentra Nrf2 y PPARa (Klaassen y Slitt 2005, Amacher 2016)

El factor nucelar Nrf2

El factor de transcripcion Nrf2 induce la expresion de genes que codifican para proteinas
involucradas en procesos antioxidantes y de detoxificacion, proveyendo asi proteccion celular contra
diversos estresores como las especies reactivas del oxigeno y especies electrofilicas (Ma 2013
Valdecantos y col. 2015F1 Nrf2 se encuentra asociado a su represor KEAP1 (KeapKelch-like
ECH-associated protein 1), el cual inhibe la actividad de Nrf2 induciendo su degradacion en los
proteosomas. En condiciones de estrés oxidativo y electrofilico Nrf2 se disocia de KEAP y se
trasloca hacia el nucleo, donde a través de la union a secuencias ARE (elemento respondedor
antioxidante) en el ADN de sus genes blanco regula la transcripcion de genes involucrados en
procesos antioxidantes y de detoxificacion como aquéllos que codifican enzimas de fase II,
superoxido dismutasa (SOD), glutation (GSH), glutation peroxidasa (GPx), glutation-S-transferasas
(GST), y transportadores MRPs (Okada y col. 2009, Klaassen y Reisman 2010, Ma 2B8i@)ios
recientes revelan que la activacion farmacoldgica de Nrf2 regula también la transcripcion de genes
asociados con el metabolismo de lipidos, mostrando un efecto benéfico sobre la normalizacion de

dislipemias asociadas a la patologia diabética (Shin y col. 2009, Bhakkiyalakshmi y col. 2016)
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Es importante destacar el rol de la detoxificacion hepatica, que junto a los mecanismos anti-
oxidantes celulares disminuyen los efectos pro-oxidantes y los metabolitos toxicos resultantes de la

oxidacion de acidos grasos, controlando el balance rédox celular.
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6. LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO Y DEL
NITROGENO

Especies reactivas del oxigeno

Los radicales libres son especies quimicas capaces de existir en forma independiente que
contienen electrones desapareados, por lo cual son sumamente reactivos y generan reacciones en
cadena. El anidon superdxido es un di-radical que requiere de cuatro electrones para su completa
reduccion a agua como producto final de la cadena de transporte de electrones. Las reacciones de
donacion de electrones al oxigeno generan especies reactivas del oxigeno (ROS) como productos
intermedios, las cuales pueden ser radicalarias como el anidon superoxido y el hidroxilo (compuestos
altamente reactivos), y no radicalarias como el perdxido de hidrogeno (Nordberg y Arner 2001)
(Bindoli y col. 2008)Las ROS pueden ser generadas por una gran variedad de mecanismos en las
células de organismos con metabolismo aerobio. Son producidas principalmente en las mitocondrias,
como asi también en peroxisomas, citosol y reticulo endoplasmico. También pueden ser producidas
en los tejidos por enzimas como la xantina oxidasa, NADPH oxidasa y citocromo P450. Se producen
en el proceso de autooxidacion de catecolaminas, en el metabolismo del acido araquidénico y en la
cadena respiratoria mitocondrial (Xia y col. 1998, Griendling y col. 2000, Bindoli y col. 2008 las
células existen sistemas de defensa antioxidante encargados de metabolizar las ROS. Dentro de los
antioxidantes enzimaticos encontramos la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa,
mientras que formando parte de los antioxidantes no enzimaticos podemos nombrar al glutation, el
acido ascorbico, el acido urico, la vitamina E, la coenzima Q10 y los carotenos (Nordberg y Arner
2001)

Entre los roles fisioldgicos que poseen las ROS se encuentra la produccion de anion
superoxido por parte de las células fagociticas, necesario para la eliminacion de microorganismos y
xenobiodticos. El peroxido de hidrogeno de origen mitocondrial actiia como regulador de las vias de
muerte celular (Bindoli y col. 2008) Ademas, se conoce que las ROS se encuentran involucradas en
cascadas de sefializacion celular, regulacion metabdlica y respuestas adaptativas (Turpaev 2002)Sin
embargo, las acciones mas ampliamente conocidas de las ROS son aquéllas vinculadas con un rol
patologico durante el desarrollo del estrés oxidativo. El estrés oxidativo es una situacion en la cual
las concentraciones intracelulares de las ROS se encuentran incrementadas sobre los valores
fisiologicos. Puede producirse por aumento en la velocidad de produccién de las mismas, una

disminucion de los niveles de antioxidantes o una combinacion de ambas (Sies y Cadenas 1985

32



Introduccion

Halliwell 2007) En estas concentraciones, las ROS interactian con lipidos (oxidandolos y
peroxidandolos), proteinas y ADN, ocasionando alteraciones en estas macromoléculas y muerte
celular. Las ROS producen alteraciones a nivel de la estructura proteica, incrementando la
carboxilacion de las proteinas y ocasionando pérdida de su funcionalidad (Stadtman y Levine 2003)
A nivel del ADN, las ROS inducen ruptura de sus hebras, oxidacion de purinas o entrecruzamiento
entre proteinas nucleares y ADN (Suematsu y col. 20Q3pe ha observado un efecto de Ia
peroxidacion lipidica sobre la funcién de los lipidos celulares, accidbn que cuando se encuentra
exacerbada ocasiona dafio a nivel de las membranas bioldgicas, como asi también de las organelas,
alterando la fluidez y estructura de las mismas (Radi y col. 1991, Rathore y col. 199Bhdas estas
acciones deletéreas, las ROS se encuentran implicadas en el desarrollo de patologias como cancer,
diabetes mellitus, aterosclerosis, isquemia, enfermedades neurodegenerativas y obesidad entre otras

(Spiteller 2006, Adibhatla y Hatcher 2008, Roberts y Sindhu 2009)

El 6xido nitrico (ON)

El ON es un agente vasoactivo producido por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). La
reaccion enzimatica utiliza arginina, oxigeno molecular y NADPH y da lugar a la formacion de
citrulina, NADPH y ON. El ON tiene una vida media corta y es rdpidamente metabolizado por
oxidacion a nitratos y nitritos. Existen tres isoformas de la enzima NOS, codificadas por diferentes
genes, con diferentes localizacion, regulacion, propiedades cataliticas y sensibilidad a inhibidores
(Forstermann y col. 1994).a NOS endoteliab eNOS se expresa en células endoteliales, células del
musculo liso y células cardiacas, entre otras (Palmer y col. 1988, Balligand y col. 1998redt y col.
1992) Su actividad es regulada por Ca*" y calmodulina (Forstermann y col. 1991).a NOS neuronal
o nNOS es la fuente predominante de ON en las neuronas (Jiang y col. 2004)Su expresion es
constitutiva y su actividad, al igual que la eNOS, es regulada por Ca** y calmodulina (Bredt y col.
1992) A diferencia de la eNOS y la nNOS, la NOS inducibleo iNOS es independiente de la
concentracion de Ca®" (Pautz y col. 2010)Su expresion puede ser inducida mediante citoquinas y
otros compuestos como CREB (proteina de union a elementos de respuesta a AMPc), NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), p53, STAT (transductor
de senal y activador de la transcripcion), entre otros (Pautz y col. 2010Es por ello que su expresion
se incrementa en procesos patologicos, inflamatorios e infecciosos en diversos tipos celulares como
macrofagos, hepatocitos, neutrdfilos, células endoteliales y musculo liso vascular entre otros
(Moncada y col. 1991)

El ON ejerce sus funciones principalmente uniéndose a enzimas que contienen hierro. La

accion del ON en el sitio activo de la guanilato ciclasa activa la enzima y es reponsable de los
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clasicos efectos mediados por el GMP ciclico y la proteina kinasa G como la vasodilatacion
(Denninger y Marletta 1999Entre las funciones fisiologicas del ON se encuentra la relajacion del
tono vascular (Moncada y col. 1988y la activacion plaquetaria (Forstermann y col. 1994De esta
forma, a nivel endotelial, el ON producido por la eNOS ejerce funciones vasodilatadoras y
antitromboticas. Otra de las hemoproteinas que es regulada por el ON es la citocromo C oxidasa. La
interaccion del ON con esta enzima mitocondrial es competitiva con el O, siendo de esta forma el
ON un inhibidor reversible de la cadena respiratoria mitocondrial, pudiendo alterar el gradiente de O»
en los tejidos, participando asi en la generacion de ROS en procesos patologicos (Shiva y col. 2001)
Ademas de regular hemoproteinas, el ON y sus derivados transducen sefales a través de la oxidacion
de lipidos y modificaciones post-traduccionales de proteinas como la nitracion, nitrosilacion y
oxidacion de sus cadenas laterales.

El ON puede tener tanto propiedades citotoxicas como citoprotectoras dependiendo de su
concentracion. Una excesiva produccion de ON se encuentra asociada a muerte celular,
neurotoxicidad e inflamacion (Sidorkina y col. 2003)(Hussain y col. 2003)(Gross y Wolin 1995)
(Dawson y col. 1991)Ademas, el ON puede combinarse con el anién superdxido y formar
peroxinitritos (Beckman y Koppenol 199@)n condiciones de estrés oxidativo, caracterizado por un
aumento de las ROS, por ejemplo en procesos inflamatorios, se favorece la formacion de
peroxinitritos (Gero y Szabo 2006, Szabo y Modis 2010, Soriano y col.. 2itidd sus multiples
acciones, estas moléculas inducen peroxidacion lipidica, inhiben el transporte mitocondrial de
electrones, generan ruptura de la estructura del ADN vy nitran proteinas en residuos de tirosina y
cisteina alterando la estructura y funcion de las moléculas modificadas e interfiriendo con las vias de

sefalizacion celular de las cuales ellas participan (Radi y col. 1991, Szabo 2003, Myatt 2010)

Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en la placenta
El ON se encuentra involucrado en multiples funciones reproductivas como la implantacion,

el proceso de decidualizacion y la division celular del embrion temprano (Norwitz y col. 2001
Thaler y Epel 2003)La formacion de la placenta y el rapido crecimiento del sinciciotrofoblasto en

la gestacion temprana se asocian con un mayor requerimiento de flujo sanguineo en el endometrio.

En la gestacion se ha evidenciado un incremento de nitratos (productos del metabolismo del ON) y
de nitrosilhemoglobina en circulacion, sugiriendo que existe un incremento en la biosintesis de ON

durante la gestacion necesario para cubrir las mayores demandas tisulares (Conrad y col. 1993)El

ON es el principal regulador del flujo placentario, actia como un potente vasodilatador en la
circulacion feto-placentaria (Myatt y col. 1991)y tiene las funciones de mantener el tono vascular

basal y atenuar la accion de agentes vasoconstrictores tales como los tromboxanos y la endotelina-1,
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lo cual le confiere un rol clave en la modulacion del flujo sanguineo y el intercambio de moléculas
entre la madre y el feto (Myatt 2010)

El ON también interviene en el proceso de diferenciacion e invasividad de los trofoblastos y
en la angiogénesis durante ¢l desarrollo placentario (Novaro y col. 1997, Ahmed y Perkins 2000)
Durante la organogénesis temprana el ON actiia como morfégeno conduciendo a la diferenciacion
celular o a la apoptosis, por lo que su localizacion y concentracion deben estar finamente reguladas

para una normal organogénesis (Lee y Juchau 1994, Jawerbaum y Gonzalez 2005)

Especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno en el higado

El higado es un organo con alta actividad metabdlica, sus procesos fisiologicos como la
oxidacion de 4cidos grasos y la respiracion aerdbica se encuentran acoplados a la produccion ROS
(Jaeschke y Ramachandran 2019mo se mencion6 anteriormente, el higado posee sistemas de
detoxificacion y mecanismos anti-oxidantes que disminuyen los efectos pro-oxidantes y los
metabolitos toxicos resultantes de la oxidacion de acidos grasos, controlando el balance rédox
celular. Sin embrago, en condiciones de elevada actividad lipolitica, por ejemplo frente a un exceso
de glucosa y/o lipidos en circulacién, aumenta la produccion de ROS y se desencadenan procesos
inflamatorios. Ademas, si el higado no es capaz de metabolizar el exceso de nutrientes se produce
una sobreacumulacion hepatica de lipidos, la cual se asocia a inflamacion y estrés oxidativo

(Hensley y col. 2000, Fernandez-Sanchez y col. 2011)
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7. LA LEPTINA

7.1. CARACTERISTICAS

La leptina es un polipéptido no glicosilado de 146 aminodcidos (16 kDa). Producto del gen
ob, codificado en la rata en el cromosoma 4 (q22) y en humanos en el cromosoma 7 (q31.3), la
leptina fue descubierta y clonada en 1994, y presenta caracteristicas similares en estas dos especies
(Zhang y col. 1994En 1950 se habia identificado una cepa de ratones obesos recesivos para el gen
ob (ob/ob) y una cepa de ratones recesivos para el el gen db (db/db) que presentaban hiperfagia, una
tasa metabolica disminuida (que resultaba en obesidad moérbida) y predisposicion a desarrollar
diabetes y alteraciones endocrinas (Coleman 1978, Friedman y Halaas 1998xperimentos de
parabiosis en los que se uni6 el sistema circulatorio de la cepa ob/ob con el de la cepa db/db o la
cepa normal, mostraron que los ratones ob/ob carecian de un factor soluble, presente en las cepas
db/db y normal, que anulaba la hiperfagia y disminuia los depositos de grasa en ratones ob/ob. Sin
embargo, ni la cepa ob/ob ni la normal pudieron normalizar el fenotipo de la cepa db/db, sugiriendo
que los ratones db/db eran insensibles al factor soluble que normalizaba el fenotipo de los ratones
ob/ob. Luego se caracteriz6 a la cepa db/db como portadora de la mutacion recesiva para el receptor
del gen ob (Coleman y Hummel 1969, Fruhbeck y Gomez-Ambrosi 2Bdrimentos posteriores
mostraron que la leptina es el factor soluble del cual carecen los ratones ob/ob y que la
administracion de la proteina a esta cepa disminuye la ingesta, el peso y el porcentaje de grasa,
aumenta la tasa metabolica y restaura los valores de glucemia e insulinemia, normalizando asi los
parametros metabolicos alterados (Pelleymounter y col. 1995)

La leptina atraviesa la barrera hematoencefdlica mediante un sistema saturable, se une a
receptores en el hipotalamo e inhibe la sintesis del neuropéptido Y (Banks y col. 199€Erickson y
col. 1996) Este neurotransmisor se encuentra involucrado en la regulacion del apetito, la
administracion  intracerebroventricuar del mismo produce hiperfagia, hiperinsulinemia
independiente de la hiperfagia y un aumento de la expresion de leptina en el tejido adiposo mediante
estimulacion de vias aferentes (McLaughlin y col. 1991, Sainsbury y col. 1996 ayuno induce la
produccion de NPY y la expresion del receptor de leptina en el hipotdlamo. Ademas, la sintesis del
NPY induce la expresion de leptina adipocitaria. Luego de la ingesta, la incorporacion de lipidos en
el tejido adiposo y la accion de la insulina inducen la sintesis y produccion de leptina que cierra el
circuito en el hipotdlamo inhibiendo al NPY e induciendo saciedad (Sivitz y col. 1998, McAlister y
Van Vugt 2004)Esquema 10).
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/. Expresion de receptores de leptina en hipotalamo

| AYUNO
- Hiperfagia mm) | Saciedad

NPY Expresion de leptina adipocitaria

‘ Produccidonde insulina

©

Tejido adiposo

‘ incorporacion de nutrientes ‘

INGESTA )  Leptina
‘ accionde la insulina ‘

Esquema 10: Regulacion del apetito en los periodos de ingesta y de ayuno.

Inicialmente se observd que la leptina era producida y secretada a la sangre por los
adipocitos, y que sus niveles en circulacion eran proporcionales a la masa grasa corporal, reflejando
asi el estado de las reservas energéticas del organismo (Maffei y col. 1995)Sin embargo, hoy en dia
se conoce que existen numerosas fuentes productoras de leptina como la placenta, el higado, la
mucosa gastrica, la médula dsea, el mtsculo esquelético y el hipotalamo (Hauguel-de Mouzon y col.
2006) Algunos trabajos han reportado que la leptina es también producida en diversos tejidos
fetales incluyendo el tejido adiposo subcutaneo (Hoggard y col. 1997, Lepercq y col. 2001,
Muhlhausler y col. 2007)

La produccion de leptina y la presencia de sus receptores en diversos tejidos del organismo
como el higado, el rifidn, el pancreas, el hipotalamo, el utero, el ovario, las células sanguineas, el
intestino, el tejido adiposo, el musculo esquelético y la placenta revela la accidon pleiotropica de la
hormona y su participacion en la regulacion de numerosos procesos como la reproduccion
(interviniendo en la funcion ovdrica, la maduracion del ovocito, la implantacion y fertilidad y el
desarrollo del embrion), el metabolismo de lipidos y glucosa, la angiogénesis, la termogénesis, el
control de la presion sanguinea y la formacion de hueso entre otros (Margetic y col. 2002)
Multiples trabajos han demostrado que las acciones de la leptina son especificas para cada tejido
(Muoio y Lynis Dohm 2002).a hormona regula la homeostasis energética del organismo a través

del sistema nervioso central modulando el apetito y también posee numerosos efectos en la periferia
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que conducen a la disminucion de las reservas energéticas mediante la estimulacion del metabolismo

(Friedman y Halaas 1998)

7.2. RECEPTORES Y SENALIZACION

0 Receptores

El receptor de leptina (ObR) es producto del gen db, llamado de esta forma debido a que
inicialmente se observéd que ratones nulos para dicho gen (db/db) presentaban una predisposicion a
desarrollar diabetes y obesidad (Coleman 1978)El modelo analogo en ratas es el Zucker-Zucker
(fa/fa), ratas que poseen receptores de leptina no funcionales y desarrollan obesidad y varias de las
caracteristicas observadas en el sindrome metabolico humano (Aleixandre y Miguel 2008)

ObR presenta similitudes con los receptores de la familia de citoquinas de clase 1. Se
conocen seis isoformas de ObR generadas como producto de splicing alternativo o a través de
procesos proteoliticos (Tartaglia 1997) Las isoformas se clasifican en larga (ObRD), cortas (ObRa,
ObRc, ObRd y ObRf) y soluble (ObRe).

La isoforma larga (ObRb)posee un dominio intracelular de 300 residuos. Dentro del
dominio citoplasmatico posee dos regiones conservadas llamadas box 1 (aminoacidos 6 a 17) y box
2 (aminoacidos 49 a 60), necesarias para la transduccion de la sefial completa, la cual involucra el
reclutamiento de JAK2 (tirosinas kinasas de la familia Janus 2) a la region box1 y de STAT 3y 5 a
la region box 2. A través de esta isoforma la leptina induce todos sus efectos conocidos a nivel del
sistema nervioso central y en la periferia (Fruhbeck 2006)

La isoforma larga y las isoformas cortagposeen idéntico dominio extracelular y dominio
transmembrana y comparten los primeros 29 aminodcidos del dominio intracelular. Las isoformas
cortas (ObRa, ObRc, ObRd, ObRf) se diferencian entre si por poseer pequeiias variaciones en la
longitud del dominio intracelular. La isoforma ObRa es la mas abundante y se encuentra
ampliamente distribuida en los tejidos del organismo (Park y Ahima 2014)Si bien en un primer
momento no se les atribuia un rol a las isoformas cortas del receptor en la induccion de las acciones
de leptina, en la actualidad se les atribuye la mayoria de las acciones periféricas de leptina, ya que
estas isoformas poseen la region box 1 necesaria para reclutar y activar a JAK2 (Bjorbaek y col.
1997, Murakami y col. 1997, Challier y col. 2003, Fruhbeck 208#)embargo, se ha observado
que las consecuencias fenotipicas generadas debido a la ausencia de las isoformas cortas del
receptor de leptina son modestas en comparacion a las ocasionadas frente a la falta de ObRb, lo que

sugiere una menor potencia de sefializacion por parte de las isoformas cortas (Bjorbaek y col. 1997
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Li y col. 2013) Algunos trabajos atribuyen a ObRa el rol de transportar a la leptina en el fluido
cerebroespinal y a través de la barrera hematoencefélica, mientras que otros autores sugieren un rol
de ObRa en la regulacion de la biodisponiblidad de leptina (Hileman y col. 2002, Smith y Waddell
2003, Liy col. 2013)

La isoforma solublese genera a partir de splicing alternativo o por clivaje proteolitico de
isoformas presentes en las membranas celulares (Ge y col. 2002)Esta isoforma contiene solamente
el dominio extracelular de union a leptina y se postula que regula la concentracion de la leptina libre
en circulacion al unirse a la hormona y aumentar su vida media y disminuir su biodisponibilidad

(Sinha y col. 1996, Tu y col. 2008)

0 Seializacion

La union de la leptina a su receptor induce su dimerizacion y el reclutamiento de la quinasa
JAK2, que se autofosforila y fosforila a multiples residuos del dominio citoplasmatico del receptor:
Tirosina 985, 1077 y 1138 (Esquema 11). La fosforilacién en tirosina 1138 recluta y activa
STAT1/3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion), y la fosforilacion en tirosina 1077 a
STATS. Tras su activacion STAT3/5 trastocan al ntcleo, donde modulan la transcripcion de sus
genes blanco.

La fosforilacion en Tyr985 debido a JAK2 conduce a la fosforilacion de IRS 1/2 y
consecuente activacion de la via PI3K (fosfatidilinositol 3 kinasa). La fosforilacion de PIP2
(fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) por PI3K conlleva a la formaciéon de PIP3 (fosfatidilinositol (3,4,5)
trifosfato), un potente activador de la kinasa PDK1 (proteina quinasa dependiente de fofatidilinositol
1) que posee numerosas funciones, entre las cuales se encuentra la regulacion de Akt. Akt activado
fosforila y activa a eNOS, enzima reguladora de la produccion de 6xido nitrico; a mTOR, regulador
del crecimiento y proliferacion celular en funcion del censado de nutrientes celulares; y a
fosfodiesterasas (PDE), que a través de la disminucion de las concentraciones a AMPc inhiben al
neuropéptido Y en el hipotdlamo, regulando el apetito y el balance energético a nivel central. La
sefializacion via PI3K también regula a las proteinas Rho y GTPasas encargadas de la regulacion de
la apoptosis y remodelacion del citoesqueleto. La via PI3K es compartida con la insulina, que a
través de la union a su receptor recluta y activa a IRS1/2 (Donato y col. 2010)

La fosforilacion en Tyr985 debido a JAK2 crea un sitio de unién para proteinas que
contienen un dominio SH2, como las proteinas tirosinas fosfatasa con dominio SH2 (SHP-2). El

reclutamiento de estas moléculas es el primer paso en la activacion de ERK1/2, componente de la
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cascada de sefializacion de las MAPK (proteinas kinasas activadas por mitogenos), involucrada en la
proliferacion y diferenciacion celular.

Cabe mencionar que el reclutamiento y fosforilacion de JAK2 puede también activar las vias
PI3K y MAPK independientemente de la fosforilacion en Tyr985 del receptor (Fruhbeck 2006)

En la actualidad se encuentra bien establecido que la leptina induce la oxidacion de acidos
grasos generando un efecto protector contra la lipotoxicidad en tejidos no adiposos, accién mediada
en parte por la activacion de la AMPK (proteinas kinasas activadas por AMP) (Minokoshi y col.
2002, Unger 2004, Ceddia 2005)

La senalizacion de la leptina esta regulada negativamente por proteinas intracelulares, entre
las que se encuentra SOCS3 (supresor de la sefializacién de citoquinas 3) y PTP1B (proteina
fosfatasa de tirosina 1B). La transcripciéon de SOCS3 es inducida por STAT3. SOCS3 se une a
JAK2 y a la Tyr985 fosforilada (probablemente compitiendo con las SHP2 por el sitio de union), lo
cual resulta en la inhibicion de la sefializacion via ObR previniendo la sobre activacion del receptor
(Bjorbaek y col. 1999, Bjorbak y col. 200@)a fosfatasa PTP1B desfosforila e inhibe a JAK2,
regulando también la sefializacion de la leptina (Zabolotny y col. 2002)
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Esquema 11: Vias activadas por leptina.
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7.3. FUNCIONES

Leptina y control del apetito

En el cerebro ee observa una elevada expresion de ObRb, principalmente en el hipotalamo.
La leptina estimula las neuronas anorexigénicas POMC y CART (neuronas que coexpresan
proopiomelanocortina y el transcripto regulado por cocaina y metanfetamina), a la vez que inhiben
la liberacion de neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP (péptido relacionado con agouti), dando
lugar a la reduccion de la ingesta (Myers y Simerly 2010Junto a este efecto, la leptina modula el
metabolismo de los 6rganos periféricos mediante una sefal eferente transmitida a través del SNC y
el sistema nervioso autdbnomo. De esta forma, la leptina impacta en el sistema nervioso central
estimulando el gasto energético en los tejidos periféricos reduciendo el excedente de lipidos

almacenados (Bartness y col. 2010, Belgardty Bruning 2010)

Leptina y metabolismo de lipidos

La leptina induce el catabolismo de lipidos en el musculo, el higado y el tejido adiposo
(Wang y col. 1999, Ceddia 2005, Wein y col. 208¢)iva a AMPK, enzima que funciona como un
"sensor de energia metabolica celular" regulando la ingesta de alimentos y el metabolismo de lipidos
en respuesta a sefales hormonales y de nutrientes en el hipotalamo (Minokoshi y col. 2004 Frente a
una disminucion en la relacion ATP/AMP, la enzima AMPK activa el catabolismo con el fin de
producir ATP, mientras que inhibe procesos celulares que implican gasto de energia. Fosforila e
inhibe la actividad de ACC (acetil-CoA carboxilasa), lo que resulta en una disminucion de los
niveles de malonil- CoA y en la consecuente desinhibicion de CPT1, estimulando la B-oxidacion
mitocondrial de acidos grasos (Winder y Hardie 1999, Hardie y Pan 200R} leptina es capaz de
activar a AMPK tanto mediante efectos hipotaldmicos como de manera directa en el tejido blanco a
través del aumento de los niveles intracelulares de AMP (Fruhbeck 2006)(Ceddia 2005)(Minokoshi
y col. 2002) En el higado, la AMPK induce la oxidacion de acidos grasos e inhibe la sintesis de
acidos grasos, colesterol y la gluconeogénesis (Browning y Horton 2004, Towler y Hardie 2007)

Ademas, la leptina induce la transcripcion de dos genes involucrados en el catabolismo de
lipidos: CPT1 y ACO, genes codificantes para enzimas clave en la B-oxidacion mitocondrial y
peroxisomal, respectivamente. Esta regulacion requiere la presencia y activacion de PPARa (Lee y
col. 2002) regulador de numerosos genes del catabolismo de lipidos entre los cuales se encuentran
ACO y CPT1 (Tugwood y col. 1992, Gulick y col. 1998} ha reportado que ratones nulos para

PPARa se muestran resistentes a los efectos catabolicos de la leptina (Lee y col. 2002)
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Leptina e Insulina

La relacion entre los efectos de la leptina y la insulina es compleja. Si bien existen caminos
de sefializacién en comun entre estas hormonas, se ha observado un efecto inhibitorio de leptina
sobre algunas vias de sefializacion de la insulina (Kellerer y col. 2001)Se encuentra reportado que
la leptina inhibe la sintesis y secrecion de insulina basal y estimulada tanto en células beta aisladas
como en diversas lineas celulares, islotes pancreaticos y perfundidos de péancreas. Estos efectos
inhibitorios de leptina tanto sobre la accion como la expresion de insulina se postulan como un
mecanismo de retroalimencion negativa que acota los efectos anaboélicos de la insulina (Niswender y
Magnuson 2007)

En el tejido adiposo la leptina posee una accion opuesta a la de la insulina ya que inhibe el
transporte de glucosa estimulado por insulina y la lipogénesis, mientras que promueve la utilizacion
de los 4cidos grasos. En el musculo, la leptina también favorece la utilizacion de lipidos, sin
embargo aumenta el transporte de glucosa y estimula la sintesis de glucogeno, presentando un efecto
hipoglucemiante similar al de insulina (Muoio y Lynis Dohm 200@)eddia y col 1998).

En cuanto a la regulacion de insulina sobre leptina, se sabe que insulina regula positivamente
la sintesis y secrecion de leptina adipocitaria y placentaria (Tsai y col. 2012, Perez-Perez y col.
2013)

Leptina y angiogénesis

La leptina induce angiogénesis en parte a través de sus efectos proliferativos en células
endoteliales. Se ha observado que la hormona estimula la proliferacion de células endoteliales y la
neovascularizacion tanto in vitro como in vivo (Sierra-Honigmann y col. 1998, Park y col. 2001, Jin
y col. 2003, Liapakis y col. 2008)ambién se ha observado el efecto de la leptina de estimular la
formacion de tubos en células endoteliales HUVEC cultivadas sobre fibrina y en cultivos de
trofoblastos de primer trimestre, evidenciando el efecto de la hormona sobre la estimulacion de la
proliferacion y migracion de células endoteliales y trofoblasticas (Bouloumie y col. 1998, Basak y
Duttaroy 2012) Los efectos angiogénicos de la leptina se han detectado tanto en presencia del
principal regulador de la angiogénesis, el factor de crecimiento endotelial vascular VEGF2, como de
manera independiente de este factor (Kitade y col. 2006, Basak y Duttaroy 201P3 presencia de
las isoformas largas y cortas del receptor de leptina en cé€lulas endoteliales, sumado a la capacidad
de la leptina de inducir angiogénesis a través de la via PI3K/Akt sugieren que las dos isoformas del
receptor se encontrarian involucradas en los efectos angiogénicos de leptina (Garonna y col. 2011,

Ozmen y col. 2015)
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Leptina y oxido nitrico

El principal mediador de las acciones de leptina sobre el tono vascular es el 6xido nitrico
(ON). La administracion aguda de leptina en ratas conduce a un aumento del ON en circulacion de
manera dosis dependiente (Beltowski y col. 2002, White y col. 200Bh el humano, los niveles de
leptina correlacionan positivamente con los niveles de ON, sugiriendo que la leptina ejerceria a
través de la estimulacion de la produccion de 6xido nitrico una regulacion sobre la presion
sanguinea y el tono vascular (Tsuda y Nishio 2004pin embargo, el efecto de la leptina sobre el
tono vascular es controversial. Se postula que en situaciones fisiologicas la leptina mantiene un
balance adecuado entre sus efectos vasoconstrictores mediados por la activacion simpdtica a nivel
del SNC vy sus efectos vasodilatadores mediados por la produccion de ON (Kimura y col. 2000,
Benkhoff y col. 2012)nientras que en condiciones de hiperleptinemia cronica como la obesidad, el
efecto vasodilatador de la leptina se encuentra alterado y se produce disfuncién endotelial y un
aumento de la presion arterial, atribuyéndose a leptina un rol en la produccion de la hipertension

asociada a la obesidad (Today Okamura 2013)

Leptina e inflamacion

La leptina activa respuestas inflamatorias. El receptor de leptina se encuentra en neutrofilos,
monocitos, macrofagos, subpoblaciones de células T y B, mastocitos, células dendriticas y natural
killers (La Cava y Matarese 2004)a leptina se une a sus receptores en macrofagos y monocitos
produciendo un aumento de la fagocitosis, previniendo la apoptosis, induciendo la sintesis de ON y
estimulando la produccion de citoquinas proinflamatorias (como IL1, IL6 y TNFoa) y de
quimioatractantes (Batra y col. 201Q)Las citoquinas inflamatorias aumentan la expresion del ARN
mensajero de leptina conduciendo a un aumento de la produccion de esta hormona y estableciendo
asi un proceso de inflamacion cronica, el cual se asocia al desarrollo de resistencia a leptinay a un
aumento de la expresion de SOCS3. La induccion de la respuesta inflamatoria via leptina se produce
de forma paralela a un aumento de la produccion de ROS y ON por parte de células del sistema
inmune como macréfagos y neutrofilos (Moncada y col. 1991, Shoelson y col. 2006, Paz-Filho y
col. 2012)

En periodos de adecuada nutricion la leptina sefializa y transmite al cerebro que el cuerpo
posee energia suficiente para las diversas funciones biologicas, entre las que se encuentra la
respuesta inmune. En periodos de inadecuada nutricion, los niveles circulantes de leptina son bajos o
sus efectos biologicos se encuentran alterados, afectando el funcionamiento de las células del

sistema inmune involucradas en la respuesta innata y adaptativa (Bernotiene y col. 2006)
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7.4. REGULACION DE LA LEPTINA

La secrecion de leptina se encuentra regida por mecanismos constitutivos, sin embargo los
niveles de la hormona se encuentran regulados por los diferentes estados fisioldgicos que atraviesa
el organismo. Los niveles de leptina aumentan con el aumento de la adiposidad tanto en roedores
(Frederich y col. 1995}omo en humanos (Considine y col. 1996)or lo cual se propone que la
leptina acttia como "sefial adipostatica” negativa a nivel del hipotdlamo, regulando la homeostasis
energética y limitando la sobreacumulaciéon de reservas lipidicas en periodos de sobre-ingesta
(Campfield y col. 1995Fin embrago, los niveles de leptina disminuyen durante el ayuno de manera
no proporcional a una disminucion del tejido adiposo (Ahima y col. 1996y aumentan horas después
de la ingesta en humanos y roedores (Saladin y col. 1995, Kolaczynski y col. 199B) efecto
posprandial de leptina se encuentra mediado, al menos en parte, por la insulina, hormona que
estimula la sintesis y produccion de leptina en los adipocitos humanos y de roedores (Barr y col.
1997, Havel 2000)

Otro nivel de regulacion de la accion de la leptina implica la modulacion de su
biodiponibilidad y bioactividad en los tejidos blancos. El receptor soluble de leptina participa de esta
modulacion, aumentando la vida media de la hormona e impidiendo la unién de leptina a sus
receptores funcionales (Sagawa y col. 2002, Perez-Perez y col. 2015)

Los niveles de leptina aumentan durante la gestacion tanto en humanos como en roedores
(Hardie y col. 1997, Amico y col. 199&8)n humanos, los altos niveles de insulina en circulacion
durante la gestacion inducen la produccion placentaria y adipocitaria de leptina (Barr y col. 1997,
Perez-Perez y col. 2013En forma importate, en trofoblastos humanos la diferenciacion de
citotrofoblastos a sinciciotroboblastos es concomitante con un aumento en la produccion de leptina
(Guibourdenche y col. 2000).a expresion placentaria de leptina es estimulada por la gonadotrofina
corionica, el 17-B-estradiol, y el AMPc a través de las via de senalizacion MAPK y PI3K (Maymo y
col. 2011) Asi, el aumento de estradiol y de la gonadotrofina corionica durante la gestacion podria
explicar el aumento de la produccion de leptina placentaria y el concomitante aumento de la
leptinemia materna en esta etapa. En la rata, la produccion de leptina esta relacionada con la
produccion hormonal placentaria, y su sintesis y liberacién se encuentra a su vez modulada por
hormonas. Se ha reportado que en el laberinto murino la leptina co-localiza con las hormonas
lactégeno placentario I y IT (Hoggard y col. 1997, Kawai y col. 1999)

Los niveles de leptina en circulacion muestran dimorfismo sexual entre especies. En
humanos, los niveles de leptina son mayores en hembra respecto de macho, debido a una mayor

produccion de leptina en el tejido adiposo subcutdneo, a una mayor estimulacion de expresion de
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leptina por los estrogenos en la hembra y a la inhibicion de la expresion de leptina por testosterona
en el macho (Rosenbaum y col. 1996, Casabiell y col. 1998, Roemmich y col.. Ba98)rata, la
mayoria de los autores no observan diferencias género-dependientes en los niveles de leptina

(Coatmellec-Taglioni y col. 2003, Palou y col. 2010)

7.5. LEPTINA Y GESTACION

Los niveles circulantes de leptina materna aumentan durante la gestacion, manteniéndose
constantes durante el primer y segundo trimestre, mostrando un pico a finales del segundo o
principios del tercero y disminuyendo drasticamente luego del parto (Hauguel-de Mouzon y col.
2006) En la rata este aumento es de dos a tres veces mayor respecto a los valores presentes fuera de
la prefiez (Chien y col. 1997, Amico y col. 1998)s incrementados niveles de leptina materna
durante la gestacion provienen de la produccion adipocitaria materna (cuya masa aumenta durante la
gestacion) (Frederich y col. 1995, Considine y col. 1996, Havel 2G0) un gran aporte por parte
de la produccion placentaria, ampliamente estudiado en humanos, donde se conoce que
aproxidamente un 98% de la leptina placentaria es secretada hacia la circulacion materna y el 2%
restante hacia circulacion fetal (Linnemann y col. 2000, Hoggard y col. 200Eh general, la
mayoria de los autores consideran que los niveles de leptina en plasma fetal son independientes del
aporte de leptina por parte de la circulacion materna o la placenta y que dependen principalmente de
la produccion de leptina por parte del tejido adiposo fetal y otros tejidos fetales (Lin y col. 2000
Buchbinder y col. 2001, Lepercq y col. 2001)

En roedores, la significancia de la contribucion de leptina placentaria a los niveles de leptina
en circulacion fetal no se encuentra establecida. Si bien se observa produccion placentaria de
leptina, no estd claro cudl es la contribucion de esta hormona a la circulacion materna o fetal
(Hoggard y col. 2000, Mazzucco y col. 2Q18)gunos autores sugieren la existencia de un pasaje
de leptina materna hacia el feto a través de la placenta (Smith y Waddell 2003, Wu y col. 2015)

Los receptores de leptina se encuentran en la placenta de humanos y roedores, revelando un
efecto paracrino/autocrino de la hormona (Hoggard y col. 1997, Maymo y col. 201Eh un intento
por dilucidar el rol de la leptina durante la gestacion, numerosos trabajos han establecido
correlaciones entre diversos parametros de crecimiento fetal y placentario y las concentraciones de
leptina en sangre de madre y neonatos humanos. Los trabajos muestran que los niveles de leptina en
plasma materno guardan relacion con los de cordon umbilical y estos a su vez correlacionan con el
peso del neonato y con el peso de la placenta. Estas observaciones sugieren que la leptina tendria un

rol promotor en el crecimiento fetal (Ong y col. 1999, Jakimiuk y col. 2003, Manderson y col. 2003)
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En concordancia con esto, se observa un aumento de los niveles circulantes de leptina en fetos
macrosoémicos y una disminuciéon de esta hormona en circulacién en fetos con restriccion del
crecimiento, tanto en humanos como en modelos experimentales (Henson y Castracane 2006,
Mazzucco y col. 2013)

En la placenta, la leptina posee funciones anabdlicas asociadas a la proliferacion de
trofoblastos, la incorporacion de aminoacidos y la sintesis de proteinas (Perez-Perez y col. 2009,
Basak y Duttaroy 2012stos efectos junto a las acciones angiogénicas y la capacidad de modular
el tono vascular proporcionan mas evidencia para atribuirle a la leptina un rol en la regulacion del
crecimiento fetal. Ademas, el hecho de que los receptores de leptina se encuentren en numerosos
tejidos fetales sugiere que la hormona posee funciones durante el crecimiento y desarrollo fetal
(Henson y Castracane 2006)

A pesar de los elevados niveles de leptina en circulacion durante la gestacion se observa una
falta de induccion de saciedad por parte de la hormona en modelos murinos. Esto se debe a la
resistencia a la leptina en el hipotdlamo, evento que se vincula a una menor expresion o sefalizacion
de ObRb o0 a una disminucion de la leptina libre debido al aumento de los niveles ObRe (Garcia y
col. 2000, Ladyman y col. 2012)a falta de induccion de saciedad por parte de la leptina sumado al
aumento de las acciones lipoliticas de la hormona en la periferia induce un aumento de la
biodisponibilidad de lipidos, utilizados por el metabolismo materno y transferidos al feto en

desarrollo para sustentar su crecimiento.
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8. EL SOBREPESO Y LA OBESIDAD

8.1. EPIDEMIOLOGIA

El sobrepeso y la obesidad han alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial, siendo

uno de los problemas de salud ptblica mas graves del siglo XXI. Segtin la Organizacién Mundial de

la Salud (OMS): “El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva

de grasa que puede ser perjudicial para la salud”. El indice de masa corporal (IMC) establece el

estado energético de un individuo de acuerdo con su altura y peso como kg/m?2. Segtn la OMS, los

individuos con un IMC igual o superior a 25 son considerados con sobrepeso y por encima de 30,

obesos.

La obesidad es una enfermedad compleja multifactorial influenciada por el estilo de vida,

factores conductuales, ambientales y genéticos. Una nutricion inadecuada, con alto contenido de

grasas ¢ hidratos de carbono, en conjunto con una vida sedentaria, favorecen el desarrollo de este

desorden metabdlico (Riccardi y col. 2004, Esposito y col. 2014)

Los informes de la OMS revelan que (http://www.who.int/features/factfiles/obesity/es/):

Desde 1980, la incidencia de la obesidad se ha mas que duplicado en todo el mundo.

En 2014, méas de 1900 millones de adultos de 18 afios 0 mas tenian sobrepeso, de los cuales,
mas de 600 millones eran obesos.

La mayoria de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad se
cobran mas vidas que la insuficiencia ponderal.

El 44% de los casos mundiales de diabetes, el 23% de las cardiopatias isquémicas y el 7-
41% de determinados canceres son atribuibles al sobrepeso y la obesidad.

Cada afio mueren, como minimo, 2.800.000 personas a causa de la obesidad o el sobrepeso.
Los informes de la OMS también revelan cifras alarmantes respecto al sobrepeso y la
obesidad infantil (http://www.who.int/end-childhood-obesity/facts/es/):

En 2013, mas de 42 millones de nifilos menores de cinco afios tenian sobrepeso.

En los paises en desarrollo con economias emergentes (clasificados por el Banco Mundial
como paises de ingresos bajos y medianos) la prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil
entre los nifios en edad preescolar supera el 30%.

Si se mantienen las tendencias actuales, el nimero de lactantes y nifios pequefios con

sobrepeso aumentara a 70 millones para el afio 2025.
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« La obesidad infantil estd asociada a una amplia gama de complicaciones de salud graves y
a un creciente riesgo de contraer enfermedades prematuramente, entre ellas, diabetes y

cardiopatias.

En el marco de la preocupacion por el crecimiento de la obesidad infantil la OMS cred en el
2014 la “Comision para acabar con la obesidad infantil”, encargada de presentar a los gobiernos
recomendaciones cuya finalidad es revertir la creciente tendencia de los nifios menores de cinco

afios al sobrepeso y la obesidad (http://www.who.int/end-childhood-obesity/es/) (Ambrosini 2014)

8.2. CARACTERISTICAS

La obesidad se encuentra asociada a enfermedades cronicas como la diabetes tipo 2,
enfermedades cardiacas, hipertension, dislipemias y cancer (Bray 2004, Friedman 2004)

El sobrepeso y la obesidad surgen de un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia,
lo que conduce a un aumento del peso corporal y de la adiposidad con hipertrofia e hiperplasia
adipocitaria (Faust y col. 1978, Arner y col. 201@a hiperplasia resulta de la proliferacion y
posterior diferenciacion a dipocitos desde preadipocitos y células madre, mientras que la hipertrofia
resulta de un excesivo almacenamiento de lipidos dentro del adipocito (Lolmede y col. 2011,
Kalupahana y col. 2012) a hipertrofia adipocitaria conduce a la apoptosis debido a lipotoxicidad,
hipoxia del tejido adiposo debido a un insuficiente suministro de sangre, activacion de células
inmunes residentes del tejido adiposo y subsecuente reclutamiento de células inmunes que llegan al
tejido inflamado (Cinti y col. 2005, Virtue y Vidal-Puig 2010, Odegaard y Chawla 20stds
eventos resultan en un cambio en el patrén de secrecion de adipoquinas hacia un perfil
predominantemente pro-inflamatorio (Kalupahana y col. 2012)Las adipoquinas inflamatorias
activan a quinasas como PKC y JNK, las que fosforilan a los sustratos del receptor de insulina (IRS)
en serina/treonina disminuyendo la sefializacion de la insulina (Vitseva y col. 2008, Holzer y col.
2011)

En condiciones fisioldgicas, y ain més en condiciones patoldgicas, las adipoquinas inducen
la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), generando estrés oxidativo y a su vez una
mayor produccion de adipoquinas. Un aumento de la incorporacion de 4cidos grasos en los tejidos
conduce a un aumento de los metabolitos intracelulares de los acidos grasos como el diacilglicerol,
los acidos grasos-CoA y las ceramidas. Estos metabolitos activan una cascada de quinasas de
serina/treonina, posiblemente iniciado por la PKC, que resulta en la fosforilacion de los IRS en

serina/treonina disminuyendo su capacidad de activar a la PI3K. Como consecuencia, el transporte
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de glucosa y la sefializacion del receptor de insulina disminuyen (Samuel y col. 2010, Samuel y
Shulman 2012)Ademas, los acidos grasos saturados también contribuyen a la induccién de
resistencia a la insulina mediada por inflamacién a través de la activacion de los receptores TLR
(toll-like receptors). La activacion de los TLR activa a NF-kB, factor de transcripcion que regula
positivamente a genes involucrados en vias pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a. El estrés
oxidativo y los eventos pro-inflamatorios se encuentran estrechamente relacionados, dado que tras

su activacion muchas células inmunes generan radicales libres y, al mismo tiempo el aumento de las
ROS promueve un estado inflamatorio (Galassetti 2012, Marseglia y col. 2014)

Cuando la capacidad de almacenar lipidos del tejido adiposo se satura, se produce un
deposito anomalo de grasa en tejidos no adiposos. En el musculo se observan adipocitos
intramusculares y en otros tejidos como el corazon, el pancreas y el higado se detecta una
sobreacumulacion de lipidos dentro de las células del érgano como asi también un incremento de la
masa adipocitaria en la periferia del corazon y el higado. Esta sobreacumulacion lipidica induce la
produccion y secrecion de adipoquinas pro-inflamatorias, que junto con los efectos inflamatorios
mediados por el exceso de acidos grasos saturados inducen estrés oxidativo y resistencia a insulina

también en estos tejidos no adiposos (Guo 2014, Marseglia y col. 2014)

8.3. LA OBESIDAD Y EL HIGADO

El sindrome del higado graso no alcohdlico se desarrolla en varios modelos de obesidad.
Comprende un amplio espectro de alteraciones hepaticas que incluyen desde esteatosis hasta fibrosis
(Brumbaugh y Friedman 2014jste sindrome no se considera una enfermedad limitada al higado,
sino que es la manifestacion hepatica del sindrome metabolico, el cual agrupa un nimero de
trastornos relacionados entre si, incluyendo a la obesidad, la diabetes, dislipemias y enfermedades
del sistema cardiovascular (Al-Rasadi y col. 2015, Fotbolcu 'y Zorlu 2016)

A nivel hepatico este sindrome se define por un incremento en la deposicion de lipidos, la
presencia de grandes gotas lipidicas, fibrosis, inflamacion, vacuolizacion y alteracion de la funcion
hepatica (Al-Rasadi y col. 2015) El higado graso no alcohdlico se caracteriza por presentar
resistencia a la insulina, la cual resulta en la incapacidad de la hormona de activar la sintesis de
glucogeno y de inhibir la sintesis de glucosa hepatica (gluconeogénesis), lo que conduce a una
mayor liberacion de glucosa a la circulacion. En cambio, no se evidencia resistencia a la insulina en
la via lipogénica hepatica, observandose los clasicos efectos de la insulina sobre la estimulacion de
la lipogénesis mediada por el aumento de SRBP1 y de PPARy (Kerouz y col. 1997, Browning y

Horton 2004, Guo 2014Por otro lado, se conoce que la glucosa también regula la sintesis de novo
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de lipidos hepatica a través de la activacion del factor ChREBP (elemento de respuesta a
carbohidratos), factor de transcripcion que estimula la glucdlisis y la lipogénesis y que se encuentra
aumentado en presencia de altas concentraciones de glucosa (Yamashita y col. 20Q1izuka y col.
2004) Ademas, la expresion del factor de transcripcion PPARa se encuentra disminuida en esta
patologia, generando una disminucién de los procesos de oxidacion de acidos grasos (Jang y col.
2012, Mei y col. 2015)

El aumento en la producciéon de glucosa hepatica y la menor captacion de glucosa periférica
debido a la resistencia a la insulina, aumenta los niveles de glucosa en circulacion, lo que resulta en
una mayor estimulaciéon de secrecion de insulina, induciendo hiperinsulinemia y aumentando
todavia mas la lipogénesis hepatica (Guo 2014) En situaciones de insulino resistencia, la alta
disponibilidad de acidos grasos en circulacion y la incrementada lipogénesis de NovQ aumenta la
esterificacion de acidos grasos en triglicéridos y ésteres de colesterol y su secrecion dentro de las

VLDL alterando el perfil lipidico de la circulacion (Lucero y col. 2015)

8.4. RESISTENCIA A LEPTINA

Las concentraciones circulantes de leptina correlacionan con el indice de masa corporal
(IMC) y la masa grasa total corporal, por lo que la obesidad cursa con elevados niveles de leptina
circulante (Maffei y col. 1995, Muhlhausler y col. 20038)n embargo, en modelos de obesidad y en
humanos obesos se observa que la leptina es incapaz de inducir saciedad. La resistencia central a la
hormona, posiblemente debida a la hiperleptinemia, la inflamacion, el estrés del reticulo
endoplasmico y/o a alteraciones en los procesos de autofagia, se atribuye a fallas en el transporte de
leptina a través de la barrera hematoencefalica, a alterados niveles de ObRe y/o a fallas en la
sefalizacion del receptor de leptina. Ademas, la disminucion de receptores en la membrana celular
se observa frecuentemente junto a mayores niveles de reguladores negativos como SOCS3 y PTP1B
(El-Haschimi y col. 2000, Mantzoros y col. 2011, Zhou y Rui 20E3)bién se observa que una
disminucion del transporte del receptor de leptina hacia la membrana plasmatica y/o un aumento de
su endocitosis constitutiva resulta en un menor numero de receptores en membrana y se asocia a la
resistencia central a la leptina en humanos y roedores obesos (Belouzard y col. 2004, Seo y col.
2009) La resistencia a la leptina en la periferia se encuentra menos estudiada, se ha observado
resistencia hepdtica a la leptina en un modelo experimental que desarrolla higado graso no
alcohdlico y una falta de sefalizacion a la hormona en higados de ratas tratadas con leptina

(Benomar y col. 2005, Vila y col. 2008)
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8.5. GESTACION Y OBESIDAD

El sobrepeso y la obesidad materna son desordenes metabolicos frecuentes durante el
embarazo. Dado que estas patologias cursan con hiperlipidemia y resistencia a la insulina, la
resistencia a insulina fisioldgica hacia fines de la gestacion agrava el cuadro, incrementando atn
mas los niveles de lipidos en circulacion materna, lo que resulta en un aumento de la disponibilidad
de nutrientes por parte del feto (Farley y col. 2009, Misra y col. 201I))anto en humanos como en
modelos murinos se ha observado que la administracion de dietas maternas con alto contenido de
grasa administrada de manera previa o durante la gestacion impactan en la placenta aumentando los
transportadores de glucosa, aminoacidos y 4cidos grasos, lo que resulta en un incremento del
transporte placentario de nutrientes y del crecimiento fetal (Jones y col. 2009, Jansson y col. 2013
Diaz y col. 2015)En humanos son frecuentes los neonatos con valores de peso, longitud o didmetro
de circunferencia de cabeza por encima del percentilo 90 en relacion a la edad gestacional o
macrosomicos (neonatos con peso superior a 4,5 kg) (Frederick y col. 2008, Kim y col. 2014n
modelos murinos de sobrepeso y obesidad también se observa placentomegalia y macrosomia

(Jones y col. 2009, Rosario y col. 2016)

Un alterado ambiente materno durante el embarazo debido a situaciones como la hipoxia, el
estrés y la obesidad, entre otros, influye en el desarrollo fetal, pudiendo predisponer al feto a
desarrollar enfermedades en la vida posnatal (Boney y col. 2005, Brenseke y col. 2013). Se ha
evidenciado que la descendencia de madres obesas 0 con sobrepeso presenta un incremento en Iz
concentracion sérica de lipidos, leptina e insulina (Catalano y col. 2009). Se ha observado que los
hijos de madres que incrementan su IMC entre un embarazo y otro presentan mayor peso al nacery
mayor riesgo de desarrollar alteraciones metabdlicas (Villamor y Cnattingius 2006). Asimismo, los
hijos de madres obesas presentan mayor indice de alteraciones metabdlicas que sus hermanos
nacidos posteriormente a una cirugia bariatrica y a la recuperacion de la salud metabdlicaanatern
(Kral y col. 2006). Esta evidencia sugiere que la exposicion al entorno intrauterino de una mujer
obesa o0 con sobrepeso induce un mayor riesgo de desarrollar un fenotipo obeso y alteraciones

metabdlicas asociadas a estas patologias en la etapa posnatal (Taylor y Poston 2007).
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS GENERAL

El sobrepeso materno generado por una dieta con un exceso de grasas saturadas produce
alteraciones en la placenta e higado fetal que persisten en el higado de la descendencia. Estas

alteraciones se encuentran asociadas a una desregulacion en el accionar de leptina.

HIPOTESIS DE TRABAJO

v La administracién de una dieta con exceso de grasas saturadas de manera previa y durante la
gestacion y la lactancia en la rata genera sobrepeso materno e incrementa los niveles
plasmaticos de triglicéridos, insulina y leptina, conformando un modelo valido para el estudio

de alteraciones metabolicas en la placenta, el feto y la descendencia.

v La administracion de una dieta con exceso de grasas saturadas de manera previa y durante la
gestacion y la lactancia en la rata induce un incremento del peso placentario y fetal y un

aumento de los niveles circulantes de lipidos fetales.

v' La administracién de una dieta con exceso de grasas saturadas de manera previa y durante la
gestacion y la lactancia en la rata impacta sobre el higado fetal generando dafio inducido por
estrés oxidativo y nitrativo y alteraciones en el metabolismo de lipidos y de detoxificacion,

alteraciones que persisten en el higado de la descendencia.
v’ Alteraciones en el accionar de la leptina participan en la induccion de anomalias del

catabolismo lipidico en los higados de fetos provenientes de ratas que recibieron la dieta con

exceso de grasas saturadas.
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OBJETIVOS

1- Establecer un modelo de sobrepeso en rata mediante la alimentacion con una sobrecarga
de grasas saturadas en la dieta, con el fin de estudiar los efectos de las alteraciones
metabolicas asociadas al sobrepeso materno sobre la placenta, el feto y la descendencia.

a) Evaluar en las ratas gestantes el peso corporal y los niveles plasmaticos de lipidos,
glucosa, leptina, insulina y la resistencia a insulina.
b) Evaluar el peso fetal y placentario y los niveles plasmaticos fetales de lipidos, glucosa,

leptina, insulina y resistencia a insulina.

2- Estudiar el efecto de la dieta materna con exceso de grasas saturadas sobre la placenta.

a) Evaluar en la placenta de rata gestante control y con sobrepeso la produccion de 6xido
nitrico y los niveles de peroxidacion lipidica, pardmetros indicadores de dafio inducido
por estrés oxidativo.

b) Evaluar en la placenta de rata gestante control y con sobrepeso los niveles de lipidos
tisulares, los niveles de ARN mensajero de lipasas, del receptor de insulina, de leptina y

sus receptores, parametros relacionados al metabolismo lipidico placentario.

3- Estudiar el efecto de la dieta materna con exceso de grasas saturadas sobre el higado fetal.
a) Evaluar en el higado de fetos de rata gestante control y con sobrepeso los niveles de
lipidos, la expresion del receptor de insulina, de leptina y sus receptores y de genes
involucrados en el catabolismo de lipidos (PPARa, ACO, CPT1 y LPL), pardmetros
relacionados al metabolismo de lipidos.

b) Evaluar en el higado de fetos de rata gestante control y con sobrepeso la produccion de
oxido nitrico, los niveles de peroxidacion lipidica y de proteinas nitradas, parametros
indicadores de dano inducido por estrés oxidativo y nitrativo.

c¢) Evaluar en el higado de fetos de rata gestante control y con sobrepeso los niveles de
ARN mensajero de genes involucrados en la detoxificacion (Nrf2, MRPs) y la actividad
plasmatica de las enzimas fosfatasa alcalina y transaminasa glutdmico oxalacética,

marcadores de dafio y disfuncion hepatica.
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4- Estudiar el efecto de la leptina fetal sobre la placenta y el higado fetal.

a)

b)

Evaluar en la placenta de fetos control administrados con leptina la capacidad de la
leptina de modular los niveles de ARN mensajero de lipasas y de los receptores de
insulina y de leptina.

Evaluar en el higado de fetos control administrados con leptina la capacidad de la leptina
de modular los niveles de ARN mensajero de los receptores de insulina y de leptina y de

genes involucrados en el catabolismo de lipidos (PPARa, ACO, CPT1 y LPL).

5- Estudiar el efecto de leptina sobre el catabolismo de lipidos en explantos de higados de

fetos de ratas control y ratas alimentadas con exceso de grasas saturadas cultivados en

presencia de leptina.

Evaluar en el higado de fetos provenientes de ratas control y con sobrepeso cultivados en

presencia o ausencia de leptina, los niveles de lipidos, la expresion del receptor de leptina y

los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el catabolismo de lipidos (PPARa,

ACO, CPT1 y LPL).

6- Estudiar el efecto de la dieta con exceso de grasas saturadas sobre el higado de crias de 21

y 140 dias de edad.

a)

b)

d)

Evaluar en las crias de 21 y 140 dias de edad provenientes de ratas control y de ratas con
sobrepeso el peso corporal y hepatico y los niveles plasmaticos de lipidos y glucosa; y en
las crias de 140 dia de edad los niveles plasmadticos de insulina y leptina.

Evaluar en los higados de las crias provenientes de ratas control y de ratas con sobrepeso
los niveles de lipidos, los niveles de ARN mensajero del receptor de insulina, de leptina y
sus receptores, y de genes involucrados en el catabolismo de lipidos (PPARa, ACO,
CPT1 y LPL), parametros relacionados al metabolismo de lipidos.

Evaluar en los higados de las crias provenientes de ratas control y de ratas con sobrepeso
la produccién de oxido nitrico, los niveles de peroxidacion lipidica y de proteinas
nitradas, pardmetros indicadores de dafio inducido por estrés oxidativo y nitrativo.
Evaluar en los higados de las crias provenientes de ratas control y de ratas con sobrepeso
los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en la detoxificacion (Nrf2, MRPs)
y la actividad plasmatica de la fosfatasa alcalina y la transaminasa glutamico oxalacética,

marcadores de dafio y disfuncion hepatica.
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1.MATERIALES

1.1.  Sales y solventes

Sales
CINa, Na,CO3, NaHCO3, MgS0O4, Na,HPO4, NaH>PO4, KoHPO4, KH2PO4, CIK, MgCl, CaCly,
Glucosa, (SIGMA, MALLINKRODT).

Solventes
Acetona, acido acético, cloroformo, etanol, éter etilico, formaldehido, glicerol, hexano, metanol,

xilol (ANEDRA, BIOPACK, MERCK).

Soluciones y medios de incubacion

Medio Krebs-Ringer bicarbonato salino con capacidad buffer (KRB): Glucosa 5.5 mM Na* 145mM,
CI' 127 mM, HCO3™ 25mM, Mg*" SO4* y PO4* 1.2 mM.

Medio fosfato salino (PBS): K;HPO4 1.5 g/1, KHoPO4 0.2g/1, NaCl 7.75 g/l.

Buffer citrato (SIGMA).

Solucidn de fijacion de tejido: formaldehido al 4% en PBS.

Solucion para medicion de proteinas: reactivo de Bradford (BIORAD).

Hematoxilina de Mayer (ALWIK).

Buffer Tris: Tris-HCI, 100 mM (pH 7.5).

Solucion de fijacion de acidos nucleicos: RNA later® (Ambion).

Solucién utilizada para la determinacion de los niveles de lipidos: Bligh-Dyer (Cloroformo 1:
MeOH 2).

TBS: Trizma base 25mM, NaCl 136.7mM, KC1 2.68mM, pH 7.4.

T-TBS: TBS + 0.05% Tween-20.

Buffer de lisis: Tris-HCI 20mM, NaCl 150mM, Triton X-100 1% v/v, coctel de inhibidores de
proteasas 2% v/v (pH 7.4).

Buffer muestra 4X: Trizma base 10mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.06%, [-
mercaptoetanol 5%.

Buffer de Transferencia: Trizma base 20mM, glicina 150mM, metanol 20%, pH 8.8.
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Buffer de corrida para PCR (TAE): TAE: Tris 242 g/L, EDTA 37,2 g/L, Acido acético glacial 57,1
mL/L; pH 8.

Solucion de bloqueo: 1% de BSA en TBS.

Medio fosfato salino (PBS): K2HPO4 1.5 g/l, KH2PO4 0.2g/1, NaCl 7.75 g/I1.

1.2. Drogas y reactivos
Acrilamida, N' N' bis-metil-acrilamida, glicina, dodecilsulfato de sodio (SDS), tris (hidroximetil)-

aminometano (Tris), azul de bromofenol, glicina (BIORAD), rojo ponceau, hematoxilina
(BIOPUR), tetrametilenetilendiamina (TEMED), acido tiobarbitirico (TBA), malonildialdehido
(MDA), 3,3' diamino-benzidina (DAB), seroalbumina bovina (BSA), Tri Reagent (MOLECULAR
RESEARCH) tetra acetato de etilendiamina (EDTA) (SIGMA), coctel de inhibidor de proteasas
(SIGMA-ALDRICH), 4cido tricloro acético (TCA) (SIGMA-ALDRICH), peroxido de hidrogeno
(MALLINCKRODT), persulfato de amonio, [-mercaptoetanol (PROMEGA), Syber Safe
(INVITROGEN), Eva Green (BIOTIUM), fosfolipidos (mezcla de fosfatidilserina y
fosfatidilcolina), colesterol, triglicéridos, ésteres de colesterol (SIGMA-ALDRICH), Leptina
(SIGMA-ALDRICH), Tween-20 (MERCK), Triton X-100 (ROHM & HAAS), agarosa
(BIODYNAMICS), dNTP (INVITROGEN), M-MLV (PROMEGA), Go Taq Green Mater Mix
(PROMEGA), GoTaq Polimerasa (PROMEGA), suero normal de cabra (Vector Laboratories).

1.3. Anticuerpos

Anticuerpos primarios Tipo/Especie en donde se desarrollo
Anti-Nitrotirosina (Millipore) Policlonal/conejo
Anti-ObR (Abcam) Policlonal/conejo
Anti-RI (Cell Signalling) Policlonal/raton
Anti-PPARa (Abcam) Policlonal/raton
Anti-Actina (Abcam) Policlonal/raton

Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para Inmunohistoquimica y Western blot. ObR: receptor de leptin,

RI: receptor de insulina, PPARa: receptores activados por proliferadores peroxisomales a.
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Anticuerpos secundarios utilizados para IHQ Especie en donde se desarrolld

Anti IgG de conejo biotinilado Cabra

Anticuerpos secundarios utilizados para Western blot

Secundario contra raton (Bio Rad) Cabra

Secundario contra conejo (Bio-Rad) Cabra

Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados para Inmunohistoquimica (IHQ) y Western blot.

1.4. Equipos comerciales de determinacion colorimétrica
Determinacion de Insulina (Mercodia).

Determinacion de Leptina (TiterZyme EIA rat leptin, Assay Designs, Ann Arbour).
Determinacion de triglicéridos, colesterol y glucosa (Wiener Lab).
Determinacion de niveles de nitratos nitritos (Cayman).

Determinacion de enzimas hepaticas (Wiener Lab).

1.5. Equipos comerciales de revelado
Kit de quimioluminiscencia para revelado de Western blot: SuperSignal West Pico o Femto

(Pierce, Thermo Scientific)

Kit de revelado con el complejo avidina-biotina (Vector Laboratories)

1.6. Programas de analisis de imagen
Image J, Image ProPlus, DigiDoc 1000, Rotor Gene Q.

1.7. Programa de analisis estadistico
Graphpad prism 5.

1.8. Otros

Manteca (Sancor), tiras reactivas y sensor Accu-Check (ROCHE), portaobjetos para
inmunohistoquimica, parafina (BIOPACK), placas de cromatografia en capa delgada de silica-gel
preparadas sobre vidrio, membranas de nitrocelulosa, 14piz hidrofobico (DAKO), pegamento fijador
de cubre-objetos Entellan (SIGMA), membranas de nitrocelulosa (SIGMA), marcador de peso
molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Invitrogen),marcador de peso molecular

para PCR (NOVAGEN).
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2.METODOS

2.A. Animales

Ratas hembra albino Wistar fueron adquiridas en el Bioterio Central de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires y mantenidas en el bioterio del
Centro de Estudios Farmacologicos y Botéanicos con libre acceso al alimento balanceado
(Asociacion Cooperativa Argentina, Buenos Aires, Argentina) y al agua. Los ciclos de luz-oscuridad
fueron de 14 y 10 horas respectivamente, la temperatura de 20 °C y humedad constante. El cuidado
y uso de los animales ha seguido las normas de la guia de la Institucion local, basada en las pautas
del National Institute of Health (NIH) especificadas en “Principles of Laboratory Animal Care, NIH
publication N° 85-23, revised 1985”.

2.A.1. Tratamientos dietarios: modelo materno de sobrepeso

A las 6 semanas de edad 28 ratas hembra fueron separadas en dos grupos: 14 ratas formaron
parte del grupo control (CT), que fue alimentado con una dieta comercial estandar (5% de lipidos).
Las restantes 14 ratas fueron alimentadas con la dieta comercial estandar suplementada con un 25%
de grasas saturadas de origen animal a través del agregado de manteca derretida (Sancor Co.,
Buenos Aires, Argentina) a los pellets de alimento. El alimento con el agregado de manteca fue
analizado por el servicio de andlisis de alimentos para el rotulado nutricional del INTI (Instituto
Nacional de Tecnologia Industrial) y del INAL (Instituto nacional de alimentos). Este grupo fue
llamado “grupo alimentado con dieta con exceso de grasas saturadas” o DGS. En la Tabla 3 se
muestra la composicion nutricional de ambas dietas y en la Tabla 4 el porcentaje de calorias
aportadas por cada componente dietario. Las ratas de los grupos CT y DGS recibieron las
respectivas dietas durante 8 semanas, luego de las cuales fueron apareadas con machos control
alimentados con dieta comercial estandar (CT). La observacion de espermatozoides en el extendido
vaginal determiné el dia 1 de gestacion. El 97% de las ratas se prefiaron dentro de los diez dias de
apareo. Las ratas que no fueron prenadas dentro de este lapso de tiempo fueron excluidas del

experimento. Los tratamientos dietarios continuaron a lo largo de la prefiez.
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Dieta Control Dieta Grasas Saturadas

(CT) (DGS)
Proteinas (g) 22 21
Carbohidratos (g) 47 41
Grasas (g) 5 27
Energia (Kcal) 352 522

Tabla 3: Composicion nutricional de los tratamientos dietarios cada 100 g de alimento.

Dieta Control Dieta Grasas Saturadas

(CT) (DGS)
Proteinas (% Kcal) 28,1 18,1
Carbohidratos (% Kcal) 60,1 353
Grasas (% Kcal) 12,8 46,5
Energia (Kcal/100g) 352 522

Tabla 4: Porcentaje de calorias sobre total de calorias.

2.A.2. Obtencidn de plasma materno y fetal, placentas y organos fetales

En el dia 21 de gestacion (un dia previo al parto) se realizo la eutanasia de las ratas de ambos
grupos dietarios. Los animales fueron levemente anestesiados en una cabina saturada de CO», luego
se colectd la sangre materna mediante decapitacion. Inmediatamente después se llevo a cabo la
cesarea y se removieron las placentas y los fetos. Las placentas fueron guardadas a -80°C o en
solucion de fijacion de ARN (RNA later®) a -80°C. La sangre fetal fue colectada mediante
decapitacion. El plasma fetal y materno fue obtenido luego de la centrifugacion de la sangre en
tubos conteniendo heparina y guardado a -80°C. La sangre de cada feto fue centrifugada por
separado y luego se juntd en un mismo eppendorf el plasma proveniente de los fetos hembra de cada
madre y en otro eppendorf el de los fetos macho, obteniéndose asi una muestra de plasma de fetos
hembra y una de fetos macho por cada camada. Los 6rganos fetales fueron removidos bajo un
esteromicroscopio utilizando material de diseccion. Luego, los higados fetales fueron guardados en
etanol (luego de haber sido sumergido durante 48 hs en formol), a -80°C, en soluciéon RNA later® a
-80°C o incubados en presencia o ausencia de leptina como se explica a continuacion. (Esquema
12). Cada rata gestante representd un niimero experimental, y por cada una se obtuvieron los fetos

hembra con su correspondiente placenta y oOrganos y los fetos macho con su correspondiente
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placenta y 6rganos. Las placentas y los higados fetales se preservaron de acuerdo a la técnica a
desarrollar. Se utilizé un n=12 para cada grupo dietario para las determinaciones de peso, eficiencia
placentaria, trigliceridemia, colesterolemia y glucemia fetal (utilizdndose el promedio obtenido para
cada camada como dato experimental), mientras que se trabajo con un n=6 para el dosaje de insulina

y leptina plasmadtica fetal y para las restantes determinaciones realizadas en la placenta y el higado

dia 21 de
gestacion

Grupo dieta I

fetal.

control (CT) ) T |
comienzo de

DGS comienzo I

(semana 6) prefiez I

Grupo dieta con 1 l |
exceso de grasas

saturadas - |

(DGS) 8 semanas |

v
Obtencion de plasma materno y fetal

Obtencion de placentas

K Obtencion de higados y 6rganos fetales /

Esquema 12: Modelo experimental para la obtencion de plasma materno y fetal, placentas e higados y

organos fetales provenientes del grupo de ratas control (CT) y del grupo de ratas alimentado con exceso de

grasas saturadas (DGS).

2.A.3. Cultivo de explantos fetales con leptina

Las ratas cuyos fetos no fueron utilizados para las determinaciones mencionadas en el punto
2.A.2 se utilizaron para la obtencion de fetos hembra y macho. Los higados de los fetos provenientes
de ratas de ambos grupos dietarios fueron cultivados, por separado, durante 3 horas en bafio
metabolico bajo atmosfera controlada (CO2: 5%; O2: 95%) a 37 °C, en Iml de medio KRB, en
presencia o ausencia de leptina (100 ng/ml). Luego los higados fetales fueron guardados a -80°C o
en solucion RNA later® a -80°C hasta el momento de las determinaciones. En este modelo
experimental obtuvimos 4 grupos de trabajo: 1) higados fetales provenientes de ratas alimentadas
con dieta control cultivados en ausencia de leptina (grupo CT sin adicion: CT s/a); 2) higados fetales
provenientes de ratas alimentadas con dieta control cultivados en presencia de leptina (CT+leptina);

3) higados fetales
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provenientes de ratas alimentadas con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) cultivados en
ausencia de leptina (grupo DG sin adicion: DGS s/a); 4) higados fetales provenientes de ratas
alimentadas con exceso de grasas saturadas (DGS) cultivados en presencia de leptina (DGS+leptina)
(Esquema 13). Cada rata gestante representd un numero experimental. Se utilizd un n=6 para cada

uno de los cuatro grupos anteriormente descriptos.

dia21 de \
gestacion

Grupo dieta I

control (CT
(€T comienzo de T :
DGS comienzo
{semana 6) prefiez '
Grupo dieta con l i |
exceso de grasas |
saturadas |
(DGS) 8 semanas 3 semanas

|

Obtencidn de
higados fetales

Cultivo en presencia
o ausencia de leptina (100 ng/ml)

Esquema 13: Modelo experimental para la obtencion de explantos fetales provenientes del grupo de ratas

control (CT) y de ratas alimentadas con exceso de grasas saturadas (DGS) cultivados en presencia de leptina.

2.A.4. Administracién intra-fetal de leptina en ratas control

Se realiz6 un segundo grupo experimental compuesto por ratas control (CT). En el dia 19 de
gestacion, un grupo de ratas CT fue anestesiado en cabina de CO». Bajo los efecto de vapores de éter
se realiz6 una incision en el abdomen y se expuso el cuerno izquierdo uterino. Se utilizaron solo
aquellos animales que poseian entre cinco y siete fetos en el cuerno izquierdo uterino. Los fetos
fueron numerados comenzando desde el ovario y alternativamente inyectados de manera subcutanea
a través de la pared uterina con 50 pl de salina (grupo CT+salina) o leptina (20 ng) (grupo
CT+leptina). Luego de las inyecciones el cuerno uterino fue introducido en la cavidad abdominal y
las capas de musculo y de piel fueron suturadas independientemente. La cirugia tuvo una duracion
de 10 minutos y luego de 15 minutos de finalizada los animales lograron recuperarse
completamente. Este procedimiento fue repetido en los dias 20 y 21 de gestacion (Esquema 14). En

el dia 21 de gestacion, 3 horas después de aplicadas las inyecciones, las madres fueron sacrificadas y
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se llevd a cabo la obtencion, pesaje y guardado de las placentas y los higados fetales como se detalld
anteriormente. La eleccion de la concentracion de leptina utilizada se bas6 en estudios previos in
Vvitro que mostraron un efecto de 20 ng/ml de leptina sobre el metabolismo placentario y fetal (White
y col. 2004, White y col. 2006Ademas, estudios similares han demostrado que una tunica
administracion s.c. de 80 ng leptina/g en ratas adultas triplica los valores de leptinemia (Oliveira y
col. 2007) El valor de leptina en circulacion fetal 3 horas después de la ultima inyeccion de leptina
fue notablemente mayor respecto del de los fetos inyectados con el vehiculo. Cada rata gestante
representd un nimero experimental, y por cada rata gestante se obtuvieron, al azar, fetos hembra con
su correspondiente placenta e higados y fetos macho con sus correspondientes placentas e higados.
Se utilizd6 un n=6 para cada grupo experimental ((grupo CT+salina) y (grupo CT+leptina)) para

realizar las determinaciones.

/ Inyecciones fetales de leptina (20 ng) o salina\

——

Grupo dieta | | |
|
control (CT) T ! !
19 20 21
comienzo l
de prefez l

Obtencién de placentas

\ Obtencion de higados fety

Esquema 14: Modelo experimental para la obtencion de placentas e higados provenientes de fetos control

inyectados con leptina.

2.A.5. Estudios en la descendencia de rata

Con el objetivo de estudiar alteraciones metabdlicas debidas al exceso de grasas saturadas en
la dieta materna en la descendencia de rata, se realizd un tercer modelo experimental en el cual se
permitié que un grupo de ratas gestantes del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS) finalizaran la prefiez y tuvieran sus crias. Las camadas se ajustaron a 5 crias
hembra y 5 crias macho. Los tratamientos dietarios maternos correspondientes continuaron hasta la
finalizacion del periodo de lactancia (dia 21 posnatal). Un primer grupo de crias, proveniente tanto

del grupo CT como del grupo DGS, fue sacrificado a los 21 dias de edad. Las crias restantes de
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ambos grupos dietarios fueron separadas de sus madres y situadas en jaulas diferentes segin su
sexo, continuando su crecimiento bajo una dieta comercial estdndar (CT). A la edad de 140 dias
fueron sacrificadas. Tanto en el dia 21 como 140 posnatal las crias fueron pesadas y luego de
realizada la eutanasia se obtuvo el plasma e higado, los que fueron guardados en etanol (luego de
haber sido sumergido durante 48 hs en formol), a -80°C o en solucion RNA later® a -80°C para
posteriores determinaciones (Esquema 15). Cada rata gestante representd un nimero experimental,
y por cada rata gestante se obtuvo, al azar, una cria hembra y una cria macho para crealizar las

determinaciones. Se utilizé un n=6 para cada grupo dietario.

/ dia 21 Fl,e dia 21 posnatal dia 140 posnath
gestacion

I I
Grupo dieta control i i
(CT) comienzo de T I I
I I
DGS i -
(semana 6) C(LT;?,ZO nacimiento ' I
Grupo dieta con l l | |
exceso de grasas l |
saturadas - |l
(DGS) 8 semanas | I I
lactancia | |
¥ A4
Obtenci6n de plasma e higados

\ de las crias /

Esquema 15: Modelo experimental para el estudio de la descendencia de rata alimentada con dieta control

(CT) o con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

2.B. Determinaciones

2.B.1. Determinacion de proteinas

La determinacion de proteinas de las muestras fue realizada seglin la técnica descripta por
Bradford (Bradford 1976)Se tom6 una alicuota de 10 ul de tejido homogeneizado y se realizo una
dilucién de aproximadamente 1:10 dependiendo del tejido utilizado. Se tomaron 10 pl de la dilucion
y se mezclaron con 1 ml de solucion de reactivo de Bradford. Luego de 5 minutos se determino la
absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595nm. La concentracion proteica de la
muestra se calculdo mediante la comparacion de la absorbancia obtenida con una curva de calibracion

realizada utilizando seroalbumina bovina en diferentes concentraciones como estandar.
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2.B.2. Determinacion de la produccion de 6xido nitrico (ON)

El 6xido nitrico es un agente altamente reactivo y de vida media muy corta debido a que es
rapidamente metabolizado por oxidacioén. Los productos de oxidacion son los nitratos y los nitritos,
metabolitos estables del NO. Por esta razén, la mediciéon de nitratos/nitritos es empleada como
indice de la produccion de 6xido nitrico a nivel tisular (Baylis y Vallance 1998)Los tejidos
conservados a -80°C fueron descongelados y homogeneizados en 1ml de buffer Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Una alicuota fue separada para la determinacion de proteinas y el homogenato restante fue
centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Luego 40ul del sobrenadante fueron utilizados
para la determinacion de nitratos/nitritos mediante un kit comercial: los nitratos fueron reducidos a
nitritos por acciéon de la enzima nitrato reductasa y los nitritos totales resultantes fueron
cuantificados por el método de Griess (Green y col. 1982) a densidad optica fue medida a 540 nm
en microplaca. Se utilizaron NaNO3 y NaNO; como estandares. Los resultados fueron expresados en

nmoles de nitrato/nitrito x mg proteinas™ (nmoles NN/mg prot).

2.B.3. Determinacion de los niveles de lipoperoxidos

Los lipoperédxidos fueron evaluados como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARSs)
(Jha y col. 1985)por cuantificacion de malondialdehido (MDA), producto de dicha reaccion. Por
cada muestra, 100 mg de tejido fue homogeneizado en buffer 100 Tris-HCl mM, pH 7.6. Se
adiciono a los homogenatos acido tricloroacético (40% v/v) y luego se los centrifug6 a 3.000 rpm
por 10 min. A continuacion se agregd al sobrenadante un volumen equivalente de acido
tiobarbitirico (46 mM), y la solucién fue calentada a 95 °C por 15 min. Luego se detuvo la reaccion
enfriando las muestras y el color desarrollado por cada una de ellas fue medido en espectrofotometro
a 530 nm. Diferentes concentraciones de MDA fueron procesadas en las mismas condiciones que los
homogenatos tisulares para realizar una curva estdndar. Los resultados fueron expresados como

nmol de TBARS x mg de proteinas™ (nmoles TBARS/mg prot).

2.B.4. Determinacion de los niveles de lipidos

La extraccion de lipidos del tejido se realizod seglin el método de Bligh y Dyer (Bligh y Dyer
1959) Las placentas y los higados (100 mg en ambos casos) se homogeneizaron en 1000 pl de PBS,
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de los cuales 500 pl se sometieron a dos rondas de extracciones con 3.5ml de la mezcla de solventes
Bligh-Dyer (Cloroformo 1:MeOH 2). Se particion6 el volumen de extraccién con 1 ml de agua y 1
ml de cloroformo, y posteriormente al centrifugado, se descartd la fase superior acuosa y la fase
organica se evaporo a sequedad en un equipo concentrador. El residuo se reconstituyd con 1 ml de
mezcla Bligh-Dyer. Volimenes equivalentes al mismo contenido de proteina fueron evaporados,
reconstituidos en 25 pl de Bligh-Dyer y desarrollados en placas de silica gel mediante la técnica de
cromatografia en capa delgada. Junto a las muestras se desarrolld también una curva estandar
conteniendo cantidades conocidas de las distintas especies lipidicas a analizar. La mezcla de
solventes para el desarrollo de la placa fue hexano: éter: acido acético en partes 80:20:2, v:v:v. Las
placas se desarrollaron y posteriormente se revel6 la presencia de las distintas especies lipidicas con
vapores de yodo. El yodo se combina con las moléculas hidrofobicas, evidenciando la presencia de
los lipidos por la aparicion de manchas marrones. Estas imagenes fueron digitalizadas por medio de
un escaner y se procedid al analisis de la intensidad y area de las manchas utilizando el programa de
computacion Image J. Los valores obtenidos se refirieron a la curva realizada con las lecturas de las
imagenes obtenidas de las distintas especies lipidicas estandares sembradas en cantidades conocidas.

Los resultados se expresaron como pg de especie lipidica/mg proteina.

2.B.5. Determinacion de niveles de ObR, RI y PPARa mediante Western blot

Los tejidos fueron homogeneizados, sonicados durante 10 segundos en 300 pl de buffer de
lisis (Tris-HCI 20mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1% v/v, coctel inhibidor de proteasas 2% v/v,
pH 7.4) e incubadas a 4 °C por 2 horas. Posteriormente se realizé una centrifugacion a 10.000 rpm a
4 °C durante 10 minutos, recuperandose la fraccion soluble para la evaluacion de los niveles de
proteinas mediante la técnica de Western blot (Federici y col. 2001)De cada muestra se tom6 una
alicuota de volumen equivalente a 100 pg de proteinas y se lo diluyo en buffer muestra 4X (Trizma
base 10 mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.06%, B-mercaptoetanol 5%). Antes de la
siembra, las muestras fueron sometidas a 100°C durante 3 minutos con el objetoivo de
desnaturalizar las proteinas.

Las muestras fueron sembradas en un gel SDS-PAGE (4-20%) en condiciones
desnaturalizantes. Finalizada la electroforesis los geles fueron lavados en buffer de transferencia
(Trizma base 20 mM, glicina 150 mM, metanol 20%, pH 8.8), con el objeto de eliminar el SDS
remanente. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.2um (Trans-Blot

Turbo Mini Nitrocellulose Transfer Membrane, BioRad) utilizando el sistema Trans-Blot Turbo
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Transfer (BioRad). Finalizada la transferencia la membrana fue incubada durante 60 minutos con
solucion de bloqueo (1% de BSA en TBS: Trizma base 25 mM, NaCl 136.7 mM, KCI 2.68 mM, pH
7.4) y posteriormente incubada con el anticuerpo primario correspondiente (24 hs a 4°C) (Tabla 1).
Luego se realizaron los lavados (3 de 10 minutos con T-TBS y 3 de 10 minutos con TBS) para
eliminar el anticuerpo no unido de manera especifica y finalmente se incubd la membana durante 1
hora con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 2). Los anticuerpos utilizados fueron anti-
ObR (1/1000 en placenta, 1/2000 en higado fetal), anti-RI (1/200 en higado fetal), anti-PPARa
(1/500 en higado fetal), anti-actina (1/20000). Se realizaron nuevamente los lavados de la membrana
y se procedid a detectar la sefial mediante el agregado de la solucion reveladora SuperSignal West
Pico o Femto (Pierce, Thermo Scientific). Se utilizaron estandares de peso molecular y un control
negativo realizado por omision del anticuerpo primario. Las membranas fueron cortadas
permitiendo la deteccion de la proteina de interés en una seccion de la membrana y de la proteina
actina en otra seccion de la membrana, en ensayos independientes. En los casos en los que la misma
membrana se utilizd para determinar a dos proteinas diferentes, la membrana fue sometida a
remocion del anticuerpo primario, incubandola durante 1 h a 50 °C con una solucion de 62,5 mM
Tris, 100 mM B-mercaptoetanol y 2% de SDS, pH 6,2. Luego de este proceso la membrana fue
incubada con solucién de bloqueo toda la noche y posteriormente con el anticuerpo primario de la
segunda proteina a detectar. La intensidad de las bandas fue analizada empleando el programa
Image J o DigiDoc 1000, teniendo en cuenta tanto la superficie como a la intensidad de las mismas,
expresandose en unidades densitométricas arbitrarias relativas al control, luego de normalizarlo

segun el valor densitométrico correspondiente a la actina.

2.B.6. Inmunolocalizacion de ObR y residuos de nitrotirosina

Los explantos placentarios y hepaticos fueron fijados en formaldehido (4% en PBS) durante
48 horas y luego conservados en alcohol 70%. Los explantos fueron deshidratados utilizando
alcoholes de graduacion ascendente: etanol 70%, etanol 80%, etanol 90% y etanol 100%.
Previamente a la inclusion en parafina, se realizé la aclaracion del 6rgano, utilizando xilol como
solvente intermediario. Posteriormente se realizd la inclusién en parafina de los explantos
deshidratados y se incubo por 12 horas en estufa a temperatura constante (56°C). Finalizado este
periodo, se dispuso el tejido en cubos de parafina liquida y se los dejé solidificar a temperatura
ambiente. Una vez que los cubos de parafina se encontraron solidificados, se realizaron cortes de
Sum de espesor con un micrétomo y se los colocd sobre portaobjetos para inmunohistoquimica. Los

cortes obtenidos a partir del procesamiento histologico fueron utilizados para realizar los ensayos de
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inmunohistoquimica, utilizandose para cada caso los anticuerpos primarios y secundarios
correspondientes (Tabla 1 y 2). Los cortes fueron desparafinados en xilol (2 veces durante 10
minutos). A continuacion se realizd la hidratacion con lavados sucesivos en etanol de
concentraciones decrecientes: 100 %, 90%, 80% y 70% y un ultimo lavado en agua destilada. Una
vez finalizada la hidratacion, se inhibi6 la peroxidasa endégena con una solucion 0.5% de peroxido
de hidrégeno en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente, ya que el sistema de revelado se
fundamenta en interacciones con peroxidasas exdgenas. Posteriormente los portaobjetos se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente diluidos en PBS-tween (0.05%)-BSA (1%) en
camara humeda durante 24 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos utilizados fueron anti-
ODbR (1:600 en placenta, 1/600 en higado), anti-nitrotirosina (1:5000 en higado fetal y de cria de 140
dias de edad, 1/20000 en higado de cria de 21 dias de edad). Luego de ese periodo se lavo con PBS
el anticuerpo primario excedente y se incub6 con el anticuerpo secundario biotinilado durante 1 hora
en camara humeda a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios fueron utilizados en una
dilucion 1:200 en suero normal diluido 1:66 en PBS-tween. Luego de los lavados se agrego el
complejo avidina-biotina peroxidasa (ABC) en una diluciéon de 1:100 en PBS, y se incub6 durante 1
hora en camara himeda a temperatura ambiente. A continuaciéon se lavo y reveld la presencia
antigeno mediante el agregado del sustrato de la peroxidasa (peroxido de hidrogeno 0,01%) y DAB
(0.04% en Tris 0.06 M pH 7,4). La enzima peroxidasa cataliza la oxidacion del DAB produciéndose
una coloracion marrén en el area de la inmunomarcacion. La reaccion para el revelado fue detenida
luego de 10 minutos con agua. El control negativo se realizé procesando los cortes en ausencia del
anticuerpo primario. Finalmente se deshidrataron los cortes sometiéndolos a: etanol 70 %, etanol,
80%, etanol 90% etanol 100% (10 minutos en cada uno), y 3 veces xilol 100% (10 minuto). Se
coloc¢ fijador Entellan sobre el corte y se tapo con un cubreobjetos.

Para el andlisis de las imagenes, la densidad oOptica de la marca fue medida en un
microscopio Optico Nikon, equipado con una camara de captura directa de imagen conectada al
programa Canon Remote Capture y analizada con el programa ImageProPlus. La densidad Optica
fue evaluada tomando una misma area para todas las muestras, la cual se repitidé 3 veces por campo,
tomando 5 campos por corte, y se hicieron 3 cortes por muestra. El nimero de muestras por

tratamiento fue de 5. Los datos se expresan como unidades relativas de intensidad de color.
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2.B.7. Analisis semicuantitativo del ARN mensajero de leptina, ObR, RI, PPARGa,
LPL, LE, ACO, CPT-1, MRP 2,3 y 4, Nrf2, vWF y CTK

Para extraer el ARN de placentas e higados, 100 mg de tejido guardado en solucion
RNAlater® a -80°C fue homogeneizados en reactivo Tri Reagent y extraido siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras atravesaron dos rondas de separacion, luego
el ARN fue precipitado y resuspendido en agua estéril libre de ARNasas. Sobre cada muestra se
midi6 la concentracion de mensajero por la determinacion espectrofotométrica en NANODROP
1000.

El cDNA fue sintetizado incubando 4 pg de ARN extraido en un primer buffer conteniendo
cebadores hexameros al azar (Promega), la que fue colocada en un termociclador durante 5 minutos
a 72 °C. Luego, se adicionaron la enzima M-MLV (transcriptasa reversa) (Promega), los dNTPs
(Invitrogen) y el buffer comercial correspondiente a la enzima (Invitrogen). En esta segunda etapa,
se utiliz6 una temperatura de 37 °C durante 60 minutos, seguida de 70 °C por 15 minutos.

El cDNA (2 pl) fue amplificado por PCR en una mezcla de reaccion conteniendo la Go Taq Green
Mater Mix (Promega), la cual incluye dNTPs, cloruro de magnesio y el buffer correspondiente a la
enzima. Ademas se adiciond el par de cebadores especifico. Los cebadores fueron disefiados
utilizando la pagina web publica Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) y comprados en
Invitrogen (Tabla 5). En el caso de los cebadores para la amplificacion del receptor de insulina (RI),
¢éstos fueron disefiados de manera de que el amplicon incluya al exon 11, por lo que las dos
isoformas del receptor son amplificadas en la reaccion. En la Tabla 6 se especifica el numero de
ciclos utilizado para la amplificacion de cada gen y en cada tejido. La seleccion del nimero de ciclo
consistid en realizar una prueba en la cual se amplifico el gen de interés utilizando diferente
numeros de ciclos, y se selecciond el numero de ciclo mediante el cual se obtuvo un valor de
amplificacion ubicado dentro del rango de amplificacion lineal. Luego, se realizdé una curva de
concentracion de cDNA con el ciclo seleccionado. De manera general, cada PCR se realiz
programando el termociclador de la siguiente manera: una primera etapa de 2 minutos a 95 °C,
seguida de la cantidad de ciclos requeridos para cada gen (Tabla 6). Cada ciclo consistio en:
desnaturalizacion a 95°C durante 15 s, apareamiento a 58°C durante 30 s y extension a 72 °C durante
15s. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 2% preparados
en el buffer TAE con el agregado de SYBER Safe. En el caso del receptor de insulina se utilizé un
gel de agarosa al 3% para poder resolver las isoformas del receptor. Los geles fueron revelados

mediante luz UV en un equipo Image Quant y para la cuantificacion de los mismos se utilizo el
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programa Image J. La cantidad de mensajero de la proteina ribosomal L30 (RPL30) en la muestra se

utilizd como control interno.

Cebador Sentido (5'- 3") Anti-Sentido (5'- 3")

IR CGAGTGCTGCTCATGTCCTA GTGGAGGAGATGTTGGGAAA
ObRa GTTCCTGGGCACAAGGACTTAAT ACTGTTGGGAGGTTGGTAGATTG
ObRb GTTCCTGGGCACAAGGACTTAAT GGTTCCCTGGGTGCTCTGA

Leptina TTCACACACGCAGTCGGTAT TGAGCTATCTGCAGCACGTT
PPARg TCACACAATGCAATCCGTTT GGCCTTGACCTTGTTCATGT
ACO CCAATCACGCAATAGTTCTGG CGCTGTATCGTATGGCGAT
CPT1 TATCGTCGCACATTAGACC CATCTATGACCTCCTGGCA

Nrf2 AGTCGCTTCCCTGGATATTC GCCGGAGTCAGAGTCATTGAA
MRP2 GAAGGCATTGACCCTATCT CCACTGAGAATCTCATTCATG
MRP3 ACACCGAGCCAGCCATATAC TCAGCTTCACATTGCCTGTCG

MRP4 ATCCTCATACCCCTGGTTCC TGCATCAAACAGCTCCTGAC
LPL CCCTAAGGACCCCTGAAGAC GGCCCGATACAACCAGTCTA
EL ACCAGAGTGGTGGGACGTAG GGACAGCCTCCTGTTGATGT
vWF ATTTCCAGTGAGGCCTTCGG TCTGAGGTCAAGGTCCCCTC

CTK7 CAGGCAGAGATTGACACCGT CAGACAACCTGCTCTCCTCG

RPL30 CCATCTTGGCGTCTGATCTT TGGCGAGGATAACCAATTTC

Tabla 5: Secuencias de cebadores utilizados para PCR semi cuantitativa.
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Placenta Higado Higado Higado  Higado Higado

Cebador Placenta inyectada fetal fetal fetal crias 21  crias 140
inyectado incubado dias dias
IR 35 35 36 37 - - -
ObRa 34 34 35 37 37 34 35
ObRb 35 35 real time  real time  real time 36 35
Leptina 30 - 38 - - - -
PPARa - - 31 25 31 32 30
ACO - - 27 29 32 29 23
CPT1 - - 35 35 33 35 35
Nrf2 - - 33 - - 23 29
MRP2 - - 31 - - 30 31
MRP3 - - 30 - - 27 33
MRP4 - - 34 - - 35 33
LPL 32 32 28 28 31 30 31
EL 30 30 - - - - -
vWF 31 31 - - - - -
CTK7 25 25 - - - - -
RPL30 24 24 23 22 24 25 24

Tabla 6: Numero de ciclo 6ptimo para cada cebador en cada tejido.

2.B.8. Analisis en tiempo real del ARN mensajero de ObRb

Se llevo a cabo la extraccion de ARN y sintesis de cDNA de los higados fetales de igual
manera que en la técnica de PCR semicuantitativa. Luego, una dilucion de cDNA fue amplificada
por PCR en tiempo real en un buffer conteniendo dNTPs, enzima GoTaq Polimerasa, el intercalante
fluorescente Eva Green y el par de cebadores especifico (Tabla 7). La cantidad de mensajero de la
proteina ribosomal L30 (RPL30) en la muestra se utiliz6 como control interno. La dilucién de
cDNA utilizada fue seleccionada mediante la realizacion de una curva de concentracion de cDNA,
que consistié en la amplificacion de diluciones en serie del cDNA de interés. Se corrobord que la
eficiencia de amplificacion de la curva fuera de 0,8-1,2 y se selecciond la dilucién que presento el
valor de amplificacion deseado, dentro del rango lineal de amplificacion. La concentracion de

cebadores y la temperatura de apareamiento y extension se seleccionaron de manera que no se
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observara amplifiacion de cebadores. Para la amplificacion del mensajero del gen ObRbD se realizé
un paso inicial a 95°C durante 4 minutos y luego 40 ciclos que consistieron en: desnaturalizacion a
95°C durante 10s, apareamiento a 64°C durante 15s y extension a 72 °C durante 20s. Para la
amplificacion del mensajero del gen L.30 (utilizado como gen de referencia) los ciclos consistieron
en: desnaturalizacion a 95°C durante 10s, apareamiento a 60°C durante 15s y extension a 72 °C
durante 20s. Los productos amplificados se cuantificaron por fluorescencia en un termociclador de
tiempo real Rotor Gene 6000 Corbette. El andlisis de los resultados se observd en el programa
Rotor Gene Q. El analisis de resultados se llevd a cabo mediante el método del 2 delta-delta Ct

(Livak y Schmittgen 2001)

Cebador Sentido (5'- 3") Anti-Sentido (5'- 3")
ObRb CTGTGGTTTGCGTATGGAAGT CTCTTGCTCCTCACCTGGAC
RPL30 CCATCTTGGCGTCTGATCTT TGGCGAGGATAACCAATTTC

Tabla 7: Secuencias de cebadores utilizados para PCR en tiempo real (QPCR).

2.B.9. Ensayos metabolicos

-Medicion de glucemidos valores de glucemias de las ratas gestantes, los fetos y las crias de 12 y
140 dias de edad fueron medidos a través de tiras reactivas Accu-Chek y un glucometro (Accu-
Chek; Bayer Diagnostics) a partir de sangre obtenida de la vena de la cola.

-Medicion de triglicéridos y colesterolemia plasmatictes niveles plasmaticos de triglicéridos y
colesterol en plasma materno, fetal y de crias de 12 y 140 dias de edad fueron medidos mediante un
equipo comercial enzimatico colorimétrico (Wiener Lab., Rosario, Argentina).

-Medicién de la insulina plasméticéos niveles de insulina en plasma materno, fetal y de crias de
140 dias de edad se midieron utlizando un EIA comercial (insulina Mercodia Ultrasensible Rata kit
ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se permitié que las muestras y los
calibradores interactuaran con un anticuerpo anti-insulina adherido sobre una microplaca y con la
enzima conjugada. Luego de 2 horas de incubacion el inespecifio fue lavado y el sustrato de la
enzima afiadido. Después de 15 minutos se detuvo la reaccion y la placa se leyo a 450 nm. La
concentracion de insulina en las muestras se obtuvo utilizando una curva de calibracion.

-Medicion de la leptinalos niveles de leptina en plasma materno y fetal se midieron utilizando un
EIA comercial (leptina de rata TiterZyme® EIA, Ensayo Designs) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Brevemente, se permitio que las muestras de plasma o los estdndares interactuaran
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durante 1 h a 37°C con el anticuerpo anti-leptina (hecho en conejo) adherido sobre una microplaca.
Después de lavar suavemente se afiadié un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano, se dejo interactuar durante 30 minutos a 37 °C y se realizo un lavado. Se anadio el sustrato y
luego de 30 minutos se detuvo la reaccion y la placa se leyo a 450 nm. La concentracion de leptina
en las muestras se obtuvo utilizando una curva de los estandares.

-Calculo del indice HOMAel valor del indice HOMA se calculé a partir de los valores de
insulinemia y glucemia en ayunas como HOMA= Insulina (UIl/ml) x glucosa (mg/dl)/405 (Asano y
col. 2007)

-Curva de tolerancia a la glucosaatas gestantes del grupo control y del grupo DGS fueron
inyectadas con glucosa (30 mg/Kg rata, intraperitoneal), luego se registré los el valor de glucemia a
diferentes tiempos.

-Curva de sensibilidad a la insulinaatas gestantes del grupo control y del grupo DGS fueron
inyectadas con insulina (0,1U/Kg rata, subcutaneo), luego se registro los el valor de glucemia a

diferentes tiempos.

2.B.10. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estandar. Se comprob6 la normalidad de los
datos antes de realizar el andlisis estadistico mediante el test de Shapiro-Wilk (software Statistix 10).
Los grupos se compararon mediante el test t-Student o ANOVA de dos factores y post test de
Bonferroni (software Prism 5). En todos los casos, las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando P<0,05.
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Capitulo 1: Efectos del exceso moderado de grasas saturadas
en la dieta materna: caracterizacion del modelo dietario.

1.1. Composicion nutricional de los tratamientos dietarios.

Con el objetivo de generar un modelo de sobrepeso en la rata que nos permitiera abordar la
problematica del sobrepeso adquirido previamente y durante la gestacion, se llevé a cabo un
tratamiento dietario diferencial en ratas hembra Wistar.

Las ratas que formaron el grupo control (CT) recibieron alimento estdndar comercial,
mientras que las ratas pertenecientes al grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS)
recibieron el mismo alimento comercial suplementado con un 25% de grasas saturadas de origen
animal. En la Tabla 8 se muestra la composicién nutricional de ambas dietas y en la Tabla 9 el

porcentaje de calorias aportadas por cada componente dietario.

Dieta Control (CT) Dieta Grasas Saturadas (DGS)

Proteinas (g) 22 21
Carbohidratos (g) 47 41
Grasas (g) 5 27
Energia (Kcal) 352 522

Tabla 8: Composicion nutricional de los tratamientos dietarios cada 100 g de alimento.

Dieta Control (CT) Dieta Grasas Saturadas (DGS)

Proteinas (% Kcal) 28,1 18,1
Carbohidratos (% Kcal) 60,1 35,3
Grasas (% Kcal) 12,8 46,5
Energia (Kcal/100g) 352 522

Tabla 9: Porcentaje de calorias sobre el total de calorias.
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La dieta comenz6 a suministrarse a las seis semanas de edad y continué durante ocho
semanas, momento en el cual las ratas fueron puestas en apareo con machos controles. El
tratamiento dietario se extendio a lo largo de la gestacion hasta el dia 21 de la misma (dia previo al
parto). En este dia se realizo la eutanasia de los animales y se obtuvieron las muestras biologicas

necesarias para los ensayos (Esquema 16).

dia 21 de \
gestacion

Grupo dieta

control (CT) ) T |
comienzo de |
DGS comienzo

(semana 6) prefiez |
Grupo dieta con l l |
exceso de grasas I
saturadas i

(DGS) 8 semanas 3 semanas

l

Obtencion de plasma materno y fetal

Obtencion de placentas

\ Obtencion de higadosy otros c':rganosfetales/

Esquema 16: Modelo experimental para la obtencion de plasma materno y fetal, placentas e higados y

organos fetales provenientes del grupo de ratas control (CT) y del grupo de ratas alimentado con exceso de

grasas saturadas (DGS).

1.2. Consumo dietario previo y durante la gestacion.

Se registro el consumo dietario diario del grupo de ratas alimentado con dieta control (CT) y
con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) a partir del inicio del tratamiento dietario (semana
seis de vida), durante ocho semanas previas a la gestacion y a lo largo de los 21 dias de gestacion.

En el periodo previo a la gestacion registramos un menor consumo de alimento en el grupo
DGS (gramos de alimento por kilogramo de rata) respecto del grupo CT, sin embargo, este menor
consumo en gramos de alimento aporté una mayor cantidad de kilocalorias promedio diarias
(Figura 1). Durante la prefiez observamos un patron similar en el consumo de alimento. En las ratas
del grupo DGS el consumo en gramos por peso de rata fue menor respecto del grupo CT pero estos

valores se correspondieron con una mayor ingesta de kilocalorias diarias promedio (Figura 2).
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Figura 1: Consumo dietario previo a la gestacion.
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Consumo dietario diario previo a la gestacion en ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS) expresado en A) gramos de alimento/kilogramo de rata y en B) kilocalorias (Kcal)
diarias promedio. Diferencia estadistica entre CT y DGS: * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. n=12. Test
estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

78




Resultados

Figura 2: Consumo dietario diario durante la gestacion.
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Consumo dietario diario durante la gestacion en ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS) expresado en A) gramos de alimento/kilogramo de rata y en B) kilocalorias (Kcal)
diarias promedio. Diferencia estadistica entre CT y DGS: *P<0,05, ** P<0,01. n=12. Test estadistico Anova de
dos factores, post-test Bonferroni.
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1.3. Efecto del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre el peso
materno, fetal, placentario, de organos fetales y sobre el nimero de fetos por
camada.

e Peso materno previo y durante la gestacion

Se registro el peso corporal del grupo de ratas alimentado con dieta control (CT) y con dieta
con exceso de grasas saturadas (DGS) a partir del inicio del tratamiento dietario (semana seis de
vida), previo a la gestacion y durante la gestacion.

En las ultimas semanas de dieta administrada previamente a la gestacion las ratas del grupo
DGS presentaron mayor peso corporal respecto a las controles. Luego de las 8 semanas de dieta las
ratas del grupo DGS presentaban un 8% de aumento en el peso corporal respecto de las controles
(Figura 3A). Esta diferencia se mantuvo a lo largo de los 21 dias de gestacion acentudndose en el
ultimo dia de este periodo, momento en el cual las ratas del grupo DGS presentaron un 12% de

aumento en el peso corporal respecto de las controles (Figura 3B).

80



Resultados

Figura 3: Peso materno previo y durante la gestacion.

A) Peso materno durante la gestacion
450+ 12%
¥ T
4004 -== DGS
2 350- ANOVA 2 factores
2 dieta; P<0.001
& tiempo: P<0.001
o interaccién: NS
3004
250+
CT T U L} L} L
7 14 18 21
Dias de gestacién
B)
Peso previo a la gestacion
8%
**
300+ o F - CT
= DGS
250+
2 200+ ANOVA 2 factores
Fe) dieta; P<0.001
O 1504 tiempo: P<0.001
interaccion: P<0.05
100
O ] ] ] ] ] ] ] ]

1 2 3 4 5 6 7 8
Semanas de tratamiento dietario

Peso materno A) previo y B) durante la gestacion en ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con
exceso de grasas saturadas (DGS). Diferencia estadistica entre CT y DGS: * P<0,05, ** P<0,01. n=12. Test
estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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e Peso placentario, fetal, de 6rganos fetales y nimero promedio de fetos por camada

Con el objetivo de realizar un anélisis del crecimiento feto-placentario se realiz6 la eutanasia
de las ratas en el dia 21 de gestacion. Se explantaron y se pesaron las placentas, los fetos y los
organos fetales. En el grupo de ratas alimentado con la dieta con exceso de grasas saturadas (DGS)
se observo un mayor peso fetal y placentario respecto del grupo control (P<0,01, Tabla 10).

El incremento de peso fetal total fue acompaniado por un incremento en el peso de algunos
organos fetales como el pancreas, el intestino y el estdémago (P<0,01, Tabla 11). El numero de fetos
por camada fue mayor en grupo DGS respecto del CT (P<0,05, Tabla 10). No se encontraron
diferencias en cuanto al numero de fetos hembra y macho como tampoco se vieron diferencias
género-dependientes en relacion al peso de la placenta y los o6rganos fetales (Tablas 10 y 11).

La eficiencia placentaria, definida como el cociente entre el peso fetal y el peso placentario,
representa un indice de la capacidad de la placenta de proveer sustento para el crecimiento fetal
(Hayward y col. 2016)No encontramos diferencias en la eficiencia placentaria en el dia 21 de

gestacion en el grupo DGS respecto del CT (Tabla 10).

Hembra 531.8+9.2 590.7 + 8.1 #** ANOVA 2x2
Peso placentario (mg) Dieta: P<0,001
Macho 536.6+9.6 592.6 £ 9.2 *** Sexo: NS
Interaccion: NS
Hembra 3.36 £0.10 3.90+£0.14 ** ANOVA 2x2
Peso fetal (g) Dieta: P<0,001
Macho 3.20+0.09 3.70 £ 0.10 ** Sexo: NS
Interaccion: NS
Hembra 6,32+ 0,7 6,62 + 0,95 ANOVA 2x2
Eficiencia placentaria Dieta: NS
Macho 5,96 £ 0,64 6,24 + 0,92 Sexo: NS
Interaccion: NS
Hembra 6.0+£0.5 8.0+£0.7* ANOVA 2x2
Numero de fetos Dieta: P<0,01
Macho 5.0+£0.6 7.0+ 0.6 * Sexo: NS

Interaccion: NS

Tabla 10: Peso placentario, peso fetal, eficiencia placentaria y nimero promedio de fetos por camada en el
grupo de ratas control (CT) y el grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). Diferencia estadistica
entre CT y DGS: * P<0.05, ** P<0,01, *** P<0,001. n=12. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test

Bonferroni.
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Hembra 307 £ 11 308 £ 12
Peso higado fetal (mg)
Macho 311+8 319 + 14
Peso pancreas fetal Hembra 21.4+1.1 26.93 £ 0.8 **
(mg) Macho 21.98+ 1.4 27.90 + 12 **
Peso intestino fetal Hembra 93 +2.01 102.3 +2.40 **
(mg) Macho 91 £2.22 100.2 + 2.06 **
Peso estomago fetal Hembra 16 +0.9 211+ 1.2 %*
(mg) Macho 17+0.7 223+1,0%*
Peso pulmones fetales Hembra 97.1+ 1.8 101.0+2.2
(mg) Macho 98.1+ 1.3 102.3 % 3.1
Peso corazon fetal Hembra 225+1.2 229+13
(mg) Macho 23.9+ 1.6 242 +0.9

ANOVA 2x2
Dieta: NS
Sexo: NS

Interaccion: NS
ANOVA 2x2
Dieta: P<0,001
Sexo: NS
Interaccion: NS
ANOVA 2x2
Dieta: P<0,001
Sexo: NS
Interaccion: NS
ANOVA 2x2
Dieta: P<0,001
Sexo: NS
Interaccion: NS

ANOVA 2x2
Dieta: NS
Sexo: NS

Interaccion: NS

ANOVA 2x2
Dieta: NS
Sexo: NS

Interaccion: NS

Tabla 11: Peso de drganos fetales en el grupo de ratas control (CT) y el grupo de dieta con exceso de grasas

saturadas (DGS). Diferencia estadistica entre CT y DGS: ** P<0,01. n=12. Test estadistico: Anova de dos

factores, post-test Bonferroni.

1.4. Efecto del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la glucemia,
trigliceridemia y colesterolemia materna y fetal.

Se analizaron algunos parametros plasmaticos en el modelo en estudio. Se dosaron los

niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en el plasma materno y fetal. Encontramos un

incremento en la trigliceridemia materna y fetal en el grupo DGS respecto del grupo control (Tablas

12 y 13). No evidenciamos cambios en los niveles de glucemia y colesterolemia de las madres del

grupo DGS respecto del control (Tabla 12), sin embargo, encontramos mayores niveles de glucemia
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en fetos hembra y macho del grupo DGS y de colesterol en fetos macho del grupo DGS al realizar la

comparacion con los fetos del grupo CT (Tabla 13).

Control DGS
Glucemia Materna (mg/dL) 82.1+£2.9 85.9+2.1

Trigliceridemia Materna (g/L) 2.15+0.31 4.04+0.56 **

Colesterolemia Materna (g/L) 1.16 £0.07 1.17+0.09

Tabla 12: Niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol en madres del grupo control (CT) y del
grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) en el dia 21 de gestacion. Diferencia estadistica entre

grupo CT y DGS: ** P<0,01. n=12. Test estadistico: t-Student.

Control DGS
ANOVA 2x2
Hembra 45.59 + 4.40 64.57 + 6.40 * _ )
Glucemia Fetal Dieta: P<0,001
Sexo: NS
(mg/dL) Macho 42.80 +3.10 5820+£4.05% .
nteraccion: NS
ANOVA 2x2
Hembra 0.52 4 0.07 0.92 = 0.08 ** e
Trigliceridemia Dieta: P<0,001
Sexo: NS
Fetal (g/L) Macho 0.50 = 0.08 0.9+ 0.07 ** .
Interaccion: NS
ANOVA 2x2
Hembra 0.60 + 0.05 0.80 + 0.06 * o )
Colesterolemia Fetal Dieta: P<0,01
Sexo: NS
(g/L) Macho 0.65 % 0.06 0.85+0.07 * e

Interaccion: NS

Tabla 13: Niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos y colesterol en fetos del grupo control (CT) y del
grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) en el dia 21 de gestacion. Diferencia estadistica entre

grupo CT y DGS: *P<0.05, **P<0.01. n=12. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

84



Resultados

1.5. Efecto del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la
insulinemia y leptinemia materna y fetal.

Conociendo la relevancia de insulina y leptina en la regulacién del metabolismo lipidico, y
sabiendo que sus alteraciones se encuentran ampliamente asociadas a disfunciones metabolicas
como dislipemias, obesidad y diabetes (Mantzoros y col. 2011Guo 2014)evaluamos los niveles de
insulina y leptina en el plasma materno y fetal. Encontramos niveles incrementados de insulina y
leptina en el plasma de madres y fetos de ambos sexos del grupo DGS respecto del grupo control

(Figuras 4 y 5).

Figura 4: Niveles plasmaticos de insulina en madres y fetos del grupo CT y DGS
en el dia 21 de gestacion.

A) B)
Insulina plasmatica materna Insulina plasmatica fetal
1014 *
2.0 % 8-
1.5- — 64
— | § - ANOVA 2 factores
(\ED 1.0- =4 44 dieta: P<0.01
c sexo: NS
interaccion: NS
0.54 2
0.0 T O T 1
cT DGS hembra macho

Niveles plasmaticos de insulina en A) madres y B) fetos del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso
de grasas saturadas (DGS) en el dia 21 de gestacion. Diferencia estadistica entre grupo CT y DGS: * P<0.05.
n=6. Test estadistico A) t-Student, B) Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Figura 5: Niveles plasmaticos de leptina en madres y fetos del grupo CT y DGS en
el dia 21 de gestacion.
A) B)
Leptina plasmatica materna Leptina plasmatica fetal
4 *%*
8- OcT
*%* N DGS
®] _ T
_ E ] ANOVA 2 factores
£ 4 —T— g dieta: P<0.001
c sexo: NS
5 1- interaccion: NS
C L] C 1 1
CT DGS hembra macho
Niveles plasmaticos de leptina en A) madres y B) fetos del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso
de grasas saturadas (DGS) en el dia 21 de gestacion. Diferencia estadistica entre grupo CT y DGS: *P<0,05, **
P<0,01. n=6. Test estadistico A) t-Student, B) Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

1.6. Efecto del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la
sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa.

Los altos niveles de insulina observados en el plasma materno de ratas gestantes del grupo
DGS (en ausencia del concomitante descenso de la glucemia) nos condujeron a evaluar la tolerancia
a la glucosa y sensibilidad a la insulina en estos animales. Para ello, las ratas gestantes de ambos
grupos dietarios fueron sometidas a una prueba de tolerancia a la glucosa y a una prueba de
sensibilidad a la insulina en el dia 21 de gestacion. En la primera prueba no observamos diferencias
entre los grupos dietarios estudiados (Figura 6A). En la segunda prueba encontramos una menor
sensibilidad a la insulina en las ratas DGS, evidenciada por una menor capacidad de disminuir la

glucemia 60 minutos después de la inyeccion de insulina (Figura 6B).
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Figura 6: Curva de tolerancia a la glucosa y de sensibilidad a la insulina en ratas
del grupo CT y DGS en el dia 21 de gestacion.

factores, post-test Bonferroni.

) Curva de tolerancia a la glucosa
en ratas gestantes
4001 - CT
= DGS
3004
) ANOVA 2 factores
S dieta: NS
2 tiempo: P<0.001
,g 200 interaccion: NS
Q
(5]
=
O]
1004
0 T T T T T T T
Q <«> K K o ES »
Minutos
B) Test de sensibilidad a la insulina
1201
1004 *
= 80
RS
2 ANOVA 2 factores
< 604 dieta: P<0.01
g tiempo: P<0.001
S interaccion: NS
o 404 o CT
*+ DGS
204
0 T T T y T T
0 15 30 60 90 120
Minutos

Curva de A) tolerancia a la glucosa (30 mg/Kg rata, i.p) y de B) sensibilidad a la insulina (0,1U/Kg rata, s.c) en
ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) en el dia 21 de
gestacion. Diferencia estadistica entre grupo CT y DGS: * P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos

La evaluacion del modelo homeostatico o indice HOMA nos permitid realizar estimaciones

de resistencia insulinica utilizando los valores plasmaticos de glucosa e insulina en ayunas. El

HOMA tanto materno como de fetos hembra y machos del grupo DGS presenté un valor mayor

respecto del HOMA del grupo control, indicando resistencia a la insulina en este grupo, sin

observarse diferencias género-dependientes en los fetos (Figura 7).
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Figura 7: Indice HOMA en ratas y fetos del grupo CT y DGS en el dia 21 de gestacion.

A) B)
HOMA materno HOMA fetal
4-
)
1.0-
o) § 3
28 0.8 D
S )
3 o6 T 5. ANOVA 2 factores
g - —_1 5 dieta: P<0.001
35 i (=) sexo: NS
E: 04 é 1 T interaccion: NS
5 07 2
0.0 T 0 T T
CT DGS hembra macho

indice HOMA en A) madres y B) fetos del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas
saturadas (DGS) en el dia 21 de gestacion. Diferencia estadistica entre grupo CT y DGS: *P<0,05, **P<0,01.
n=6. Test estadistico: A) t-Student, B) Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Resumen del Capitulo 1

El exceso de grasas saturadas en la dieta materna induce alteraciones en parametros
morfométricos y plasmaticos tanto en las ratas gestantes como en sus fetos. El exceso de ingesta
calérica proveniente de grasas saturadas induce un aumento en el peso materno, fetal y placentario.
A nivel plasmatico la dieta grasa produce incrementos en la trigliceridemia, insulinemia y
leptinemia materna y fetal. El indice HOMA, indicador de resistencia a la insulia se encontro
levemente incrementado en madres del grupo DGS respecto del grupo CT. Este aumento se acentu6
al comparar los fetos del grupo DGS respecto del grupo CT, indicando resistencia a la insulina en
los fetos provenientes de madres que recibieron la dieta con exceso de grasas saturadas.

De esta manera, se establecid el modelo de sobreingesta materna de grasas saturadas como
herramienta valida para el estudio de alteraciones metabodlicas inducidas durante la gestacion y

asociadas al sobrepeso.
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Capitulo 2: Efectos del exceso de grasas saturadas en la
dieta materna y de inyecciones intra-fetales de leptina sobre la
placenta

Parte A: Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna
sobre la placenta.

La placenta es el organo de intercambio materno-fetal. El tejido placentario se encuentra
especializado para proveer al feto de nutrientes y oxigeno necesarios para su crecimiento y
desarrollo (Diaz y col. 2014)A fin de estudiar el impacto del exceso de grasas saturadas en la dieta
materna a nivel placetario, se utilizaron las placentas provenientes de fetos de 21 dias de gestacion
de ratas alimentadas con dieta control (CT) o con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS)

(Esquema 17).

/ dia 21 de \
gestacion

Grupo dieta I
control (CT) ) T |
comienzo de

DGS comienzo I

(semana 6) prefiez I

Grupo dieta con l l |
exceso de grasas

saturadas l

(DGS) 8 semanas 3 semanas |

Obtencion placentas

o

Esquema 17: Modelo experimental para la obtencidén de placentas provenientes de fetos de ratas del grupo

control (CT) y de ratas alimentadas con exceso de grasas saturadas (DGS).

89



Resultados

2.A.1. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la produccion
de 6xido nitrico y niveles de peroxidacion lipidica placentaria.

Analizamos algunos pardmetros asociados al dano inducido por estrés oxidativo.
Encontramos que las placentas (tanto de fetos hembra como macho) provenientes del grupo de ratas
que recibieron la dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) presentaron una mayor produccion de

oxido nitrico y elevados niveles de peroxidacion lipidica, respecto de las controles (Figura 8).

Figura 8: Niveles de produccion de 6xido nitrico y de peroxidacion lipidica en
placentas a término de ratas del grupo CT y DGS.

Produccion de 6xido nitrico Niveles de peroxidacién lipidica
en la placenta en la placenta
0.6 0.3-
* OcT * OcT

°g E DGS - DGS
£35 04 — 5 02-
2g ANOVA 2 factores &2 2
< ( < £ T ANOVA 2 factores
o3 dieta: P<0,001 a g dieta: P<0,01
g E 0.2 sexo: NS =S 0.1 sexo: NS
= < interaccion: NS g interaccion: NS

0.0 T T 0.0 T T

hembra macho hembra macho

Niveles de produccion de 6xido nitrico (medicién de nitratos/nitritos por ensayo de Griess) y niveles de
peroxidacion lipidica (ensayo de TBARS) en placentas a término de ratas del grupo CT y DGS. n=6. *P<0,05.
Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

2.A.2. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
lipidos placentarios.

Los incrementados niveles de triglicéridos encontrados en el plasma materno y fetal del
grupo DGS, sumado a las alteraciones en los valores circulantes de insulina y leptina, hormonas
involucradas en el metabolismo lipidico, nos condujo a estudiar los niveles de lipidos tisulares en la
placenta. No observamos diferencias género dependientes respecto a los niveles de lipidos en las
placentas del grupo control (Figura 9A). Detectamos menores niveles de acidos grasos libres (AGL)

y ésteres de colesterol (Est. Col) en las placentas provenientes de ratas del grupo DGS respecto de
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las placentas del grupo control. Este patron se observé tanto en las placentas de fetos hembra como

macho (P<0,05, Figura 9 By C).

A)

B)

Lipidos
(Kg/mg prot)

Lipidos
(hg/mg prot)

Niveles lipidicos en la placenta

de fetos controles

800+
600 -
400
200+ H
0 L] L] ln L] L]
TG Col AGL E.Col FL
Niveles lipidicos en la placenta
de fetos hembra
800~
600
400 =
2004 | i i
0 lm lw IW lw lm
TG Col AGL E.Col FL

Figura 9: Niveles de lipidos en placentas a término de ratas del grupo CT y DGS.

CT hembra
3 CT macho

CT hembra
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C . .
) Niveles lipidicos en la placenta
de fetos macho
800~
] CT macho
6004 _ B3 DGS macho
S
§ s
- B
= *
20040 (EE | (B2 0000 T e
*% o
o Il

AGL E.Col FL

Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en placentas a término de fetos A) hembra y macho
provenientes de ratas del grupo CT, B) hembra y C) macho provenientes de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05,
** P<0,01. n=6. Test estadistico: t-Student. TG: triglicéridos, Col: colesterol, AGL: 4cidos grasos libres, E. Col:
ésteres de colesterol, FL: fosfolipidos.

2.A.3. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero de lipasas placentarias.

Analizamos los niveles de ARN mensajero de dos lipasas: la lipoproteina lipasa (LPL) y la
lipasa endotelial (LE). Estas enzimas hidrolizan lipidos complejos contenidos en lipoproteinas a
acidos grasos que son luego captados por el trofoblasto y almacenados o transferidos al feto (Brett y
col. 2014) Encontramos mayores niveles de ARN mensajero de LPL en las placentas del grupo
DGS respecto de las controles (P<0,05), mientras que no evidenciamos diferencias respecto a los
niveles de ARN mensajero de LE entre los grupos dietarios (Figura 10). Los niveles de ARN

mensajero de LPL y LE fueron similares en la placenta de fetos hembra y macho (Figura 10).
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Figura 10: Niveles de ARN mensajero de LPL y LE en placentas a término de ratas del
grupo CT y DGS.

Niveles de ARN mensajero de LPL Niveles de ARN mensajero de LE
en la placenta en la placenta
34 2.5+
* OcT OcT
B DGS 2.01 - DGS

2-
8 == R 154
o ANOVA 2 factores g ANOVA 2 factores
x dieta: P<0,01 o 4 o] dieta: NS
O 14 sexo: NS o sexo: NS

interaccién: NS interaccion: NS
0.54
0 T T 0.0 T T
hembra macho hembra macho

Niveles de ARNm (PCR) de lipoproteina lipasa (LPL) y lipasa endotelial (LE) en placentas a término de fetos
hembra y macho de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test
Bonferroni.

2.A.4. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero de leptina y receptores de leptina placentarios.

Los altos niveles de leptina en el plasma materno y fetal observados en el grupo DGS nos
condujeron a estudiar los niveles de ARN mensajero de leptina y sus receptores para conocer la
produccion local de la hormona y su potencial accionar.

e Niveles de ARN mensajero de leptina placentaria

Encontramos mayores niveles de ARN mensajero de leptina en las placentas del grupo DGS

respecto de las del grupo CT (P<0,05), sin observarse diferencias género-dependientes (Figura 11).
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Figura 11: Niveles de ARN mensajero de leptina en placentas a término de ratas del
grupo CT y DGS.

Niveles de ARN mensajero de leptina
en la placenta

1.59
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o 1.0
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p ANOVA 2 factores
o dieta: P<0,01
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0.0 T T
hembra macho

Niveles de ARNm (PCR) de leptina en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas del grupo CT y
DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

e Niveles de ARN mensajero y de proteina del receptor de leptina placentario

Existen varias isoformas de ObR generadas como producto de splicing alternativo del ARN o

procesos proteoliticos. Las isoformas se clasifican en soluble (ObRe), cortas (ObRa, ObRc, ObRd y

ODbRY{) y larga (ObRb). Evaluamos los niveles de ARN mensajero y de proteina de la isoforma corta
(ObRa) y la isoforma larga (ObRb) del receptor de leptina.

Detectamos menores niveles de ARN mensajero de ObRa en las placentas del grupo DGS

respecto de las controles (P<0,05, Figura 12A), mientras que no observamos diferencias en cuanto a

ObRD entre los grupos dietarios estudiados (Figura 12B). No se observaron diferencias género-

dependientes en ninguna de las isoformas analizadas (Figura 12). Para poder detectar los niveles de

ARN mensajero de ObRbD realizamos un protocolo de amplificacion mediante PCR que consto de 5

ciclos mas respecto al utilizado para el analisis de ObRa (ObRa: 30 ciclos, ObRb: 35 ciclos), lo que
sugiere que la expresion génica de ObRb es menor que la de ObRa en la placenta.

En cuanto a la expresion y localizacion proteica, no encontramos cambios en los niveles

proteicos del receptor de leptina (ObR) en las placentas del grupo DGS respecto del grupo control

(Figura 13). A través de la inmunohistoquimica localizamos a ObR en las tres zonas de la placenta,

sin observar variaciones en su expresion relativa entre zonas debido a la dieta hipergrasa materna

(Figura 14). La expresion proteica de ObR no present6 diferencias género-dependientes (Figura 13

y 14).
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Figura 12: Niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) y la isoforma larga
(ObRD) del receptor de leptina en placentas a término de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de ARNm (PCR) de A) la isoforma corta (ObRa) y de B) la isoforma larga (ObRb) del receptor de
leptina en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,01
sexo: NS
interaccion: NS

estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Figura 13: Niveles de proteina de la isoforma corta (ObRa) y la isoforma larga (ObRb)
del receptor de leptina en placentas a término de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de proteina (western blot) de A) la isoforma corta (ObRa) y de B) la isoforma larga (ObRb) del receptor de
leptina en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas del grupo CT y DGS. n=6. Test estadistico: Anova de dos

factores, post-test Bonferroni.
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Figura 14: Niveles de proteina del receptor de leptina (ObR) en placentas a término de
ratas del grupo CT y DGS.

CT hembra CT macho

DGS hembra DGS macho

CT negativo

Zonade unién (ZU) | Decidua (Dec) -

Hembra | Macho | Hembra | Macho | Hembra | Macho
212+16 | 21516 | 205+ 21 | 219+£18 | 197+ 17 | 209+ 20
200+ 25 | 226127 | 193+ 22 | 204+24 | 228+ 24 | 233+ 23

Inmunomarcacion representativa (inmunohistoquimica) y cuantificacion de los niveles de proteina del
receptor total de leptina (ObR) en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas del grupo CT y
DGS. Magnificacion: 200X. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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2.A.5. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero del receptor de insulina placentario.

La deteccién de altos niveles de insulina en plasma materno y fetal, y el mayor peso
placentario observado en el grupo DGS nos llev6 a analizar los niveles de ARN mensajero de los
receptores de insulina en la placenta. Detectamos mayores niveles de ARN mensajero del receptor
total de insulina (RI) en las placentas del grupo DGS respecto de las controles (P<0,05, Figura
15A). En todas las placentas analizadas encontramos mayores niveles de ARN mensajero de la
isoforma corta del receptor (RIA) (P<0,001), la cual se encuentra asociada a efectos bioldgicos de
caracter mitogénicos, respecto de la isoforma larga (RIB), involucrada principalmente en funciones
metabolicas (Figura 15B) (Frasca y col. 1999)No encontramos diferencias en la relacion de los
niveles de ARN mensajero de las isoformas del receptor respecto del receptor total entre sexos o

grupos dietarios (Figura 15B).
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Figura 15: Niveles de ARN mensajero del receptor de insulina (RI) en placentas a término
de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de ARNm (PCR) del A) receptor total de insulina (RI), y de B) la isoforma corta (RIA) y larga (RIB) del
receptor de insulina respecto del RI en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas del grupo CT y DGS.

*P<0,05, ***P<0,001. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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2.A.6. Efecto de leptina fetal sobre la formacidn de tubos en células endoteliales
humanas.

Es ampliamente conocida la capacidad de la leptina de estimular la proliferacion de
trofoblastos (Maymo y col. 2011)También se ha evidenciado la capacidad de esta hormona de
inducir la formacion de tubos en células trofoblasticas sembradas en matrigel (Basak y Duttaroy
2012) Dado que los fetos del grupo DGS presentan altos niveles de leptina en circulacion, quisimos
evaluar el rol de esta hormona en la angiogénesis placentaria. Para ello, utilizamos tres estrategias:
1) evaluamos la capacidad de la leptina de estimular la formacion de tubos in vitro en células
endoteliales de arteria placentaria humana (CEAh); 2) evaluamos los niveles de ARN mensajero del
marcador de células endoteliales, el factor von Willebrand (vWF), en placentas del grupo CT y DGS
y 3) evaluamos la capacidad de inyecciones intra-fetales de leptina de estimular en la placenta de
ratas del grupo CT los niveles de ARN mensajero de vVWF. La estrategia nimero 3 se abordard en la
Parte B de este Capitulo, en el punto 2.B.4.

Para llevar a cabo la primer estrategia, utilizamos un modelo in vitro de CEAh cultivadas en
matrigel. El tratamiento de las células con 50 ng/ml de leptina estimul6 la formacion de una red de
tubos 2D sobre el matrigel. Tanto la longitud de los tubos como la cantidad de ramificaciones fue
incrementada 3 y 6 horas después del tratamiento con leptina, sugiriendo una participacion de esta
hormona en el proceso de angiogénesis placentaria. La concentracion de 500 ng/ml de leptina
también produjo un incremento, de menor magnitud, en los dos pardmetros de la red de tubos
analizados 3 y 6 horas después del tratamiento (P<0,05, Figura 16 A y B). No se observaron efectos
en los parametros analizados al tratar a las células con 1000 ng/ml de hormona (Figura 16). La
presencia del receptor total de leptina (ObR) en las CEAh fue comprobada mediante qPCR (Figura
17).
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Figura 16: Efecto de la leptina sobre la longitud del los tubos y el nimero de conexiones
de la red vascular formada por células endoteliales arteriales humanas (CEAh).
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Efecto de la leptina sobre A) longitud del los tubos y B) nimero de conexiones de la red vascular formada por
CEAh sembradas sobre matrigel luego del tratamiento con diferentes concentraciones de leptina. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001. n=4. Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

100




Resultados

Figura 17: Valores de fluorecencia obtenidos en la reaccion de amplificacion del ARN
mensajero del receptor total de leptina (ObR) en células endoteliales arteriales (CEA)
humanas controles.
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Valores de Ct = ciclo umbral de fluorescencia (QPCR) para el receptor total de leptina (ObR) y para los
controles internos L30 y hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) en CEAh controles. n=8.

2.A.7. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero de vVWF y CTK7.

Conociendo los efectos de leptina sobre la proliferacion del trofoblasto y habiendo
comprobado los efectos de la hormona sobre la formacion de tubos en CEAh, abordamos la segunda
estrategia y estudiamos en la placenta de ratas del grupo DGS y del grupo CT los niveles de ARN
mensajero del marcador de células endoteliales von Willebrand (vVWF). También analizamos los
niveles de ARN mensajero del marcador de trofoblastos citoqueratina 7 (CTK7), parametro de
proliferacion trofoblastica. Encontramos mayores niveles de ARN mensajero de VWF en las
placentas del grupo DGS (P<0,05, Figura 18A), lo que indicaria una tasa angiogénica aumentada
respecto del control. No observamos diferencias significativas respecto de los niveles de ARN

mensajero de CTK7 ni de la relacion vWF/CTK?7 entre los grupos dietarios (Figura 18 By C).
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Figura 18: Niveles de ARN mensajero de vVWF y CTK7 en placentas a término de
ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de ARNm (PCR) del A) marcador endotelial von Willebrand (vWF), del B) marcador trofoblastico
citoqueratina 7 (CTK7) y de C) la relacion vWF/CTK?7 en placentas a término de fetos hembra y macho de ratas
del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: t-Student.
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Parte B: Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control
sobre la placenta.

Con el objetivo de discernir entre los efectos de leptina materna y fetal sobre la placenta,
utilizamos un modelo de inyecciones intra fetales de leptina. Trabajamos con ratas madres controles,
inyectamos algunos de sus fetos con leptina con el fin de generar un aumento en los niveles de
leptina fetal recreando el estado de hiperleptinemia fetal observado en el modelo de DGS. En
paralelo otro grupo de fetos de la misma rata fue inyectado con solucion salina (vahiculo) para ser
utilizados como controles. Se realizaron tres inyecciones de 20 ng/ml de leptina los dias 19, 20 y 21
de gestacion (Esquema 18). El dia 21 de gestacion los fetos inyectados con leptina presentaban
altos niveles de la hormona en plasma respecto de los fetos inyectados con el vehiculo (P<0,001),

sin encontrarse diferencias género-dependientes (Figura 19).

/ Inyeccionesfetales de leptina (20 ng) o salina (vehim
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Esquema 18: Modelo experimental para la obtenciéon de placentas provenientes de fetos control inyectados

con leptina.
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Figura 19: Niveles de leptina plasmatica en fetos CT inyectados con leptina (CT+Lep)
o salina (CT+Sal).
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n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Niveles de leptina plasmatica en fetos control inyectados con salina (CT+Sal) o leptina (CT+Lep). ***P<0,001.

2.B.1. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero del receptor de insulina placentario.

Teniendo en cuenta el aumento de los niveles de ARN mensajero del receptor de insulina
(RI) placentario observado en el grupo DGS, nos propusimos investigar si este incremento era
inducido por la hiperleptinemia fetal.

No encontramos diferencias en los niveles de ARN mensajero del RI al comparar las
placentas de fetos inyectados con leptina respecto de los inyectados con vehiculo (Figura 20A). Una
vez mas observamos mayores niveles de ARN mensajero relativos de RIA respecto de RIB
(P<0,001, Figura 20B), por lo indica que las inyecciones con leptina no modifican esta relacion. No

se observaron diferencias género-dependientes en este estudio.
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Figura 20: Niveles de ARN mensajero del receptor total de insulina (RI) en placentas a

término de ratas del grupo CT inyectado con salina (CT+Sal) y CT inyectado con leptina
(CT+Lep).
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Niveles de ARNm (PCR) del A) receptor total de insulina (RI) y B) de la isoforma corta (RIA) y de la isoforma
larga (RIB) del receptor de insulina respecto del RI en placentas a término de fetos control inyectados con salina

(CT+Sal) o leptina (CT+Lep). ***P<0,001. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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2.B.2. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero del receptor de leptina placentario.

Poco se conoce del efecto que pudiera tener la leptina fetal sobre la placenta. Es por ello que
se estudid el posible rol de la leptina fetal sobre su propio receptor (ObR) en la placenta.
Encontramos que la inyeccion con leptina produjo una disminucion de los niveles de ARN
mensajero de la isoforma corta del receptor ObRa tanto en hembras como en machos (P<0,05,
Figura 21A). Esta disminucion de ObRa es similar a la observada en las placentas del grupo DGS
en relacion al control (Figura 12A). No encontramos variaciones en los niveles de ARN mensajero

de la isoforma larga (ObRb) debido al tratamiento intra-fetal con leptina (Figura 21B).

Figura 21: Niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) y larga (ObRb) del
receptor de leptina en placentas a término de ratas del grupo CT inyectado con salina
(CT+Sal) y CT inyectado con leptina (CT+Lep).
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Niveles de ARNm (PCR) de A) la isoforma corta (ObRa) y B) la isoforma larga (ObRb) del receptor de leptina
en placentas a término de fetos control inyectados con salina (CT+Sal) o leptina (CT+Lep). ¥*P<0,05. n=6.
Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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2.B.3. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero de lipasas placentarias.

Conociendo la capacidad de leptina de modular la lipolisis placentaria (White y col. 2004
White y col. 2006)estudiamos el efecto de la leptina fetal sobre los niveles de ARN mensajero de
LPL y LE. Encontramos un aumento de los niveles de ARN mensajero de LPL en las placentas de
fetos inyectados con leptina (P<0,05, Figura 22A). Este aumento de LPL es similar a lo observado
en las placentas del grupo DGS en relacion al control (Figura 10A). No observamos diferencias
respecto de los niveles de ARN mensajero de LE debido a las inyecciones (Figura 22B), ni

diferencias género-dependientes en ninguna de las lipasas analizadas (Figura 22).

Figura 22: Niveles de ARN mensajero de LPL y LE en placentas a término de ratas del
grupo CT inyectado con salina (CT+Sal) y CT inyectado con leptina (CT+Lep).
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Niveles de ARNm (PCR) de lipoproteinlipasa (LPL) y lipasa endotelial (LE) en placentas a término de fetos
control inyectados con salina (CT+Sal) o leptina (CT+Lep). *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos
factores, post-test Bonferroni.

2.B.4. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero de vWF y CTK7.

Finalmente, y como parte de la tercera estrategia del estudio realizado para evaluar la

capacidad angiogénica de leptina, estudiamos el efecto de la leptina fetal sobre los niveles de ARN

mensajero de vVWF y CTK7. Encontramos un aumento de los niveles de ARN mensajero de vWF en
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las placentas de fetos inyectados con leptina (P<0,05, Figura 23A). Este aumento es similar al
observado en las placentas del grupo DGS en relacion al control (Figura 16A). No observamos
diferencias significativas respecto de los niveles de ARN mensajero de CTK7 (Figura 23B) y
encontramos un aumento del cociente vVWF/CTK7 en respuesta a la administracion intra-fetal de

leptina (P<0,05, Figura 23C). Ninguno de los resultados mecionados present6 diferencias género-

dependientes (Figura 23).

Figura 23: Niveles de ARN mensajero de vWF y CTK7 en placentas a término.
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Niveles de ARNm (PCR) del A) marcador endotelial factor von Willebrand (vWF), del B) marcador trofoblastico
citoqueratina 7 (CTK7) y de C) la relacion vWF/CTK?7 en placentas a término de fetos control inyectados con
salina (CT+Sal) o leptina (CT+Lep). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Resumen del Capitulo 2

Pudimos evidenciar que las placentas del grupo DGS presentan una mayor produccion de
oxido nitrico y elevados niveles de peroxidacion lipidica, respecto de las placentas provenientes de
ratas alimentadas con la dieta control.

El exceso de triglicéridos plasmaticos encontrado en las madres, originado a partir del exceso
de lipidos proveniente de la dieta, seria metabolizado y transferido al feto en desarrollo a través de la
placenta. Una mayor transferencia de lipidos desde la madre hacia el feto en el grupo DGS podria
explicar el exceso de triglicéridos plasmaticos encontrado en el plasma fetal. E1 aumento de los
niveles de ARN mensajero de LPL y la ausencia de acumulacion lipidica en las placentas en este
grupo a pesar del exceso de triglicéridos plasmaticos maternos y fetales apoyarian la hipdtesis de
alta transferencia de nutrientes placentaria en el grupo DGS.

El mayor peso fetal refleja simultaneamente la capacidad fetal de obtener nutrientes de la
madre a través de la placenta y la capacidad placentaria de transferencia de sustancias. Vinculado a
este ultimo, encontramos en la placenta del grupo DGS, un incremento de los niveles de ARN
mensajero del marcador angiogénico vWF y de la LPL, estrechamente relacionada a la transferencia
lipidica.

En el grupo DGS, los elevados niveles de insulina en plasma materno y fetal, junto al
incremento de los niveles de ARN mensajero del receptor de insulina (y con predominio de la
isoforma mitogénica), estarian potenciando el efecto anabolico de insulina, contribuyendo asi al
crecimiento placentario, el cual junto a una mayor transferencia de nutrientes favoreceria un mayor
crecimiento fetal.

El ensayo de matrigel evidencia la capacidad de la leptina fetal de estimular la proliferacion
de células endoteliales y la formacion de tubos, y las inyecciones intra-fetales de leptina permiten
sugerir que la leptina fetal posee un rol en el aumento de los niveles de ARN mensajero del
marcador endotelial vWF y de LPL. Estos efectos son similares a los observados en el grupo DGS,
lo que nos lleva a pensar que la hiperleptinemia fetal del grupo DGS estaria contribuyendo al
aumento de vVWF y LPL, favoreciendo el crecimiento del area de intercambio intrauterino y el
transporte placentario.

Las inyecciones intra-fetales de leptina sugieren también que la leptina fetal disminuye los
niveles de ARN mensajero de ObRa en la placenta. Estos efectos son similares a los producidos en
la placenta por el exceso de grasas saturadas en la dieta materna en el grupo DGS, lo que nos lleva a

pensar que es la hiperleptinemia del grupo DGS seria en parte la responsable de estos cambios.
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Capitulo 3: Efectos del exceso de grasas saturadas en la
dieta materna y de inyecciones intra-fetales de leptina sobre el

higado fetal

Parte A: Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna

sobre el higado fetal.

Con el objetivo de estudiar la regulacion de un 6rgano clave en el metabolismo lipidico, se

estudid el higado fetal. Para abordar este estudio, se utilizaron los higados de fetos de 21 dias de

gestacion provenientes de ratas alimentadas con dieta control (CT) o con dieta con exceso de grasas

saturadas (DGS) (Esquema 19).
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Esquema 19: Modelo experimental para la obtencion de higados fetales provenientes de ratas del grupo

control (CT) y de ratas alimentadas con exceso de grasas saturadas (DGS).
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3.A.1. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
lipidos en el higado fetal.

El incremento de triglicéridos observado en el plasma fetal del grupo DGS nos condujo a
estudiar los niveles de lipidos hepaticos, sospechando que el exceso de triglicéridos plasmatico
podria contribuir a una sobreacumulacion hepatica de lipidos. En el grupo control, no observamos
diferencias en los niveles de lipidos al comparar los higados de fetos hembra y macho (Figura 24A),
mientras que encontramos una sobreacumulacion de triglicéridos en los higados de fetos hembra y
macho provenientes de las ratas alimentadas con un exceso de grasas saturadas al compararlos con

el grupo control (P<0,001, Figura 24 By C).

Figura 24: Niveles de lipidos en higados de fetos provenientes de ratas del
grupo CT y DGS.
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C) Niveles lipidicos en higado fetal macho
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ratas del grupo control (CT) y en el higado de fetos B) hembra y C) macho de 21 dias de gestacion provenientes de
ratas del grupo CT y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (

GS). *
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3.A.2. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la expresion
del receptor de insulina en el higado fetal.

Dado que la insulina es una hormona anabdlica que podria estar propiciando el aumento de la
deposicioén lipidica y contribuyendo asi a la sobreacumulacion de lipidos en el higado, decidimos
analizar la expresion del RI en el higado fetal. No encontramos diferencias en los niveles de ARN
mensajero (Figura 25A) ni de proteina (Figura 24C) del RI en los higados fetales de los grupos
dietarios en estudio. En todos los higados analizados encontramos mayores niveles de ARN
mensajero de la isoforma larga del receptor (RIB) (P<0,01, Figura 25B), la cual se encuentra
asociada principalmente a funciones metabdlicas, respecto de la isoforma corta (RIA), la cual se
asocia a funciones principalmente mitogénicas. Los resultados mencionados no presentaron

diferencias género-dependientes (Figura 25).
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Figura 25: Niveles de ARN mensajero y proteina del receptor de insulina (RI) en
higados de fetos provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
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C)
Niveles de proteina del RI
en el higado fetal
200
acT
1504 EA DGS
o] I
S
& 1004 ANOVA 2 factores
© dieta: NS
DD: sexo: NS
50- interaccion: NS
0
Rl
Acting —w
Niveles de ARNm (PCR) del A) receptor total de insulina (RI), y de B) la isoforma corta (RIA) y larga (RIB) del
receptor de insulina respecto del RI en higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de ratas del grupo
CT y DGS. C) niveles de proteina (Western blot) del receptor total de insulina (RI) en higados de fetos de 21
dias de gestacion provenientes de ratas del grupo CT y DGS. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-
test Bonferroni.

3.A.3. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la expresion
de leptina y los receptores de leptina en el higado fetal.

Conociendo el efecto catabdlico de leptina sobre el metabolismo de lipidos (Wein y col. 2007)
nos llam¢ la atencidén que, a pesar de los elevados niveles de leptina en circulacion fetal, el higado
fetal presentara sobreacumulacion de lipidos. Es por ello que estudiamos los niveles de ARN
mensajero de leptina y la expresion de sus receptores (ObR) en este tejido para conocer la
produccion local de la hormona y su potencial accionar. Existen varias isoformas de ObR generadas
como producto de splicing alternativo del ARN mensajero o procesos proteoliticos (Tartaglia 1997)
Evaluamos los niveles de ARN mensajero y de proteina de la isoforma corta (ObRa) y la isoforma

larga (ObRb) del receptor.
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e Niveles de ARN mensajero de leptina en el higado fetal

Encontramos que la dieta materna con exceso de grasas saturadas induce un aumento de los

niveles de ARN mensajero de leptina en el higado fetal hembra y macho (P<0,05) (Figura 26).

Figura 26: Niveles de ARN mensajero de leptina en higados de fetos provenientes de ratas
del grupo CT y DGS.

Niveles de ARN mensajero de leptina
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1.0 *
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m ANOVA 2 factores
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m interaccion: NS
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UR a L30

Niveles de ARNm (PCR) de leptina en higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de ratas del grupo
CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

e Expresion del receptor leptina en el higado fetal
No detectamos diferencias respecto a los niveles de ARN mensajero de ObRa al comparar los
grupos dietarios (Figura 27A). Sin embargo, observamos un aumento de los niveles de ARN

mensajero de ObRb en los higados fetales macho provenientes del grupo DGS (Figura 27B).
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Figura 27: Niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) y la isoforma larga
(ObRD) del receptor de leptina en higados de fetos provenientes de ratas del grupo CTy
DGS.
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- ANOVA 2 factores 2o T AN(_)VAZfactores
S dieta: D" 101 dieta: P<0,01
X 0.4 ieta: NS o @ <0,
S 04 sexo: NS < g ~ sexo:NS
interaccion: NS § B interaccién: NS
0.2 gL 0.5-
0.0 0.0

hembra ma;:ho herﬁbra maZ:ho

Niveles de ARNm (A: PCR, B: qPCR) de A) la isoforma corta (ObRa) y de B) la isoforma larga (ObRb) del
receptor de leptina en higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de ratas del grupo CT y DGS. Los
resultados de la qPCR fueron analizados mediante el método AACt. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos
factores, post-test Bonferroni.

En relacion a la expresion proteica, encontramos mayores niveles de proteina de ObRa en los
higados fetales hembra del grupo DGS (P<0,05, Figura 28A) y mayores niveles de ObRb en los
higados fetales tanto hembra como macho del grupo DGS (P<0,05, Figura 28B). El analisis del
receptor total (ObR) por inmunohistoquimica mostré mayores niveles del receptor en el grupo DGS

respecto del control, sin observarse diferencias género-dependientes (Figura 27C).
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Figura 28: Niveles de proteina de la isoforma corta (ObRa), la isoforma larga (ObRb)
y el receptor total (ObR) de leptina en higados de fetos provenientes de ratas del grupo

CT y DGS.
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CT hembra CT macho

DGS hembra

CT negativo
CT DGS
Hembra 229+ 31,0 465 + 49 *
Macho 330+ 39‘8 593+ 89 *¥

Niveles de proteina (Western blot) de A) la isoforma corta del receptor de leptina (ObRa) y B) la isoforma larga
del receptor de leptina (ObRb) y C) inmunomarcacion representativa (inmunohistoquimica) y cuantificacion de los
niveles de proteina del receptor total de leptina (ObR) en higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de
ratas del grupo CT y DGS. Magnificacion: 200X. *P<0,05, **P<0,01. n=6. Test estadistico: Anova de dos
factores, post-test Bonferroni.
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3.A.4. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero de PPARa, ACO, CPT1 y LPL, genes involucrados en el
catabolismo de lipidos en el higado fetal.

La leptina regula la expresion de numerosos genes involucrados en el catabolismo de lipidos
(Wein y col. 2007)En particular, observamos que en la placenta regula positivamente los niveles de
ARN mensajero de LPL (Figura 22A). Ademds, numerosos autores mostraron que, mediante la
activacion del receptor activado por proliferadores peroxisomales o (PPARa), la leptina regula
positivamente la expresion de acil-CoA Oxidasa (ACO) y carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1),
enzimas lipoliticas claves en los procesos de [-oxidacidon mitocondrial y peroxisomal,
respectivamente (Lee y col. 2002) Es por esto que resultd llamativo que, a pesar de los
incrementados niveles de leptina en circulacion y la elevada expresion de su receptor en los higados
fetales del grupo DGS, estos 6rganos presentaran acumulacion de lipidos. Decidimos entonces
analizar los niveles de ARN mensajero de algunos genes involucrados en el catabolismo lipidico de
este 6rgano. No encontramos diferencias en los niveles de ARN mensajero ni de proteina de PPARa
al comparar los dos grupos dietarios estudiados (Figura 29). Sin embargo, observamos una
disminucién de los niveles de ARN mensajero de ACO en el higado de fetos macho (P<0,05,
Figura 30A) y de CPT1 en el higado de fetos hembra y macho (P<0,05, Figura 30B) del grupo
DGS respecto del grupo control. No observamos diferencias en los niveles de ARN mensajero de

LPL al comparar los grupos dietarios ni los géneros (Figura 30C).
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Figura 29: Niveles de ARN mensajero y proteina de PPARa en higados de fetos
provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de A) ARNm (PRC) y B) de proteina (Western blot) de PPARa en higados de fetos de 21 dias de
gestacion provenientes de ratas del grupo CT y DGS. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test

Bonferroni.
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Figura 30: Niveles de ARN mensajero de ACO, CPT1 y LPL en higados de fetos
provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de ARNm (PCR) de A) ACO B) CPT1 y C) LPL en higados de fetos de 21 dias de gestacion
provenientes de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05, ***P<0,001. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores,
post-test Bonferroni.

3.A.5. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre parametros de
estrés oxidativo y de detoxificacion hepatica en el higado fetal.

o Estrés oxidativo

Sabiendo que la sobreacumulacion lipidica genera un estado pro-inflamatorio y pro-oxidante
en el tejido hepatico (Bradbury 2006)analizamos algunos parametros vinculados al estrés oxidativo

en el higado fetal (Rathore y col. 1998)Encontramos que la dieta materna con exceso de grasas
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saturadas (DGS) produce un aumento de la produccion de 6xido nitrico y de los niveles de

lipoperoxidos tanto en hembras como en machos (P<0,05, Figura 31). También encontramos

mayores niveles de proteinas nitradas, indicador de dafio producido por peroxinitritos (Stadtman y

Levine 2003)en los higados de fetos hembra y machos del grupo DGS (Figura 32).

34

N
1

Nitratos/Nitritos
(nmoles/mg prot)
=

herﬁbra

T
macho

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,01
sexo: NS
interacciéon: NS

TBARS
(nmoles/mg prot)

B)

Niveles de peroxidacion lipidica

Figura 31: Niveles de produccion de 6xido nitrico y de peroxidacion lipidica en higados
de fetos provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de produccion de 6xido nitrico (medicién de nitratos/nitritos por ensayo de Griess) y niveles de
peroxidacion lipidica (ensayo de TBARS) en higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de ratas del
grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Figura 32: Niveles de proteinas nitradas en higados de fetos provenientes de ratas del
grupo CT y DGS.

CT hembra CT macho
DGS hembra DGS macho

et s P

Hembra 43+ 5,2 79 & 8,9 *

Macho 48+58 90 + 15‘0*

*P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Inmunomarcacién representativa (inmunohistoquimica) y cuantificacion de proteinas nitradas en tirosina en
higados de fetos de 21 dias de gestacion provenientes de ratas del grupo CT y DGS. Magnificacion: 200X.

e Detoxificacion y funcion hepatica

Estudiamos el efecto de la dieta materna con exceso de grasas saturadas sobre los niveles de

ARN mensajero de trasportadores involucrados en la excrecion y detoxificacion de xenobidticos y
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endobioticos. Para ello, analizamos a las proteinas asociadas a resistencia a multidrogas (MRPs) y a
uno de sus reguladores transcripcionales, el factor nuclear derivado de eritroide 2 similar al 2 (Nrf2),
factor de transcripcién involucrado en la respuesta antioxidante y de detoxificacion hepatica
(Klaassen y Aleksunes 2010, Ma 20E3)factor de transcripcion Nrf2 no mostrd diferencias en sus
niveles de ARN mensajero entre los grupos dietarios (Figura 33D), sin embargo, encontramos una
disminucion del ARN mensajero de MRP2 y MRP4 en el higado fetal hembra proveniente del grupo
DGS (P<0,05, Figura 33 A y C), mientras que no observamos diferencias respecto a MRP3 (Figura
33B).

Figura 33: Niveles de ARN mensajero de las proteinas asociadas a resistencia a
multidrogas MRP2, MRP3 y MRP4 y del factor de transcripcion Nrf2 en higados de fetos
provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
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Niveles de ARNm (PCR) de A) MRP2, B) MRP3 y C) MRP4 y D) Nrf2 en higados de fetos de 21 dias de
gestacion provenientes de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-
test Bonferroni.
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Por ultimo, analizamos la actividad plasmatica de las enzimas fosfatasa alcalina y glutamato

oxalato transaminasa (GOT), parametros que indican dafio y/o disfuncion hepética cuando se

encuentran incrementados (Giannini y col. 2008) Observamos un aumento de la actividad de

fosfatasa alcalina en el plasma de fetos macho del grupo DGS respecto del grupo control (P<0,05,

Figura 34A), mientras que no encontramos diferencias respecto de la actividad de GOT al comparar

los grupos dietarios (Figura 34B).
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Figura 34: Niveles de actividad de las enzimas plasmaticas fosfatasa alcalina y glutamato
oxalato transaminasa (GOT) en el plasma de fetos provenientes de ratas del grupo CT y
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Actividad de fosfatasa alcalina y transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT) en el plasma de fetos provenientes
de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Parte B: Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control
sobre el higado fetal.

Con el objetivo de poder estudiar los efectos de altos niveles de leptina en el plasma fetal, de
manera sostenida y aislado del contexto de hiperlipidemia, sobre el higado fetal, utilizamos el
modelo de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control que describimos en el Capitulo 2. Se
realizaron tres inyecciones de 20 ng/ml de leptina los dias 19, 20 y 21 de gestacion (Esquema 20).
El dia 21 de gestacion los fetos inyectados con leptina mostraban altos niveles de la hormona en
plasma respecto de los fetos inyectados con el vehiculo (Capitulo 2, Figura 19). En este dia se

realiz6 la eutanasia de las ratas, se obtuvieron los fetos y se explantaron los higados fetales.

/ Inyeccionesfetales de leptina (20 ng) o salina (vehi@

Grupo dieta | |

control (CT)

comienzo

|
T I I I
19 20 21
de prefiez :

Obtencion de higados fetales

. /

Esquema 20: Modelo experimental para la obtencion de higados provenientes de fetos control inyectados

con leptina.

3.B.1. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero del receptor de insulina en el higado fetal.

Se analiz6 la capacidad de la leptina fetal de modular los niveles de ARN mensajero del RI
en el higado fetal. No encontramos diferencias en los niveles de ARN mensajero del RI al comparar
los higados de fetos inyectados con leptina respecto de los inyectados con vehiculo (salina) (Figura

35).
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Figura 35: Niveles de ARN mensajero del receptor de insulina (IR) en higado de fetos
control inyectados con salina (CT+Sal) o con leptina (CT+Lep).
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Niveles de ARNm (PCR) del receptor de insulina (IR) en higados de fetos control inyectados con salina
(CT+Sal) o con leptina (CT+Lep). n=6. Todos los fetos provienen de ratas del grupo CT. Test estadistico:
Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

3.B.2. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre el receptor
de leptina en el higado fetal.

Al estudiar el efecto de la leptina fetal sobre la regulacion de su propio receptor (ObR), encontramos
que la administracion intra-fetal de leptina produjo una disminucion de los niveles de ARN
mensajero de ObRa (P<0,05, Figura 36A) y no produjo cambios en los de ObRb (Figura 36B). No

se observaron diferencias género-dependientes en las mediciones realizadas (Figura 36).
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Figura 36: Niveles de ARN mensajero de A) la isoforma corta (ObRa) y B) la isoforma
larga (ObRb) del receptor de leptina en higado de fetos control inyectados con salina
(CT+Sal) o con leptina (CT+Lep).
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Niveles de ARNm (A: PCR, B: qPCR) de la A) isoforma corta (ObRa) y de B) la isoforma larga (ObRb) del
receptor de leptina en higado de fetos control inyectados con salina (CT+Sal) o con leptina (CT+Lep). n=6.
Todos los fetos provienen de ratas del grupo CT. Los resultados de la qPCR fueron analizados mediante el
método AACt. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

3.B.3. Efecto de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control sobre los niveles
de ARN mensajero de ACO, CPT1, LPL y PPARa, genes involucrados en el
catabolismo de lipidos.

Las inyecciones intra-fetales con leptina produjeron una disminucion de los niveles de ARN
mensajero de ACO en higados de fetos machos (P<0,05, Figura 37A) y un aumento de los niveles de
ARN mensajero de LPL en los higados fetales de ambos sexos (P<0,05, Figura 37C). No
observamos cambios respecto a los niveles de ARN mensajero de CTP1 ni PPARa en respuesta a las

inyecciones (Figura 37 By D).
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Figura 37: Niveles de ARN mensajero de ACO, CPT1, LPL y PPARa en higado de fetos
control inyectados con salina (CT+Sal) o con leptina (CT+Lep).
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Niveles de ARNm (PCR) de A) ACO, B) CPT1, C) LPL y D) PPARa en higado de fetos control inyectados con
salina (CT+Sal) o con leptina (CT+Lep). Todos los fetos provienen de ratas del grupo CT. *P<0,05, **P<0,01.
n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Resumen del Capitulo 3

El exceso de grasas saturadas en la dieta materna produjo una sobreacumulaciéon de lipidos
en el higado fetal. Este fendmeno podria estar propiciado por la disminucion de enzimas del
catabolismo lipidico como ACO y CPT1.

Los higados del grupo DGS presentaron una elevada produccion de 6xido nitrico, mayores
niveles de peroxidacion lipidica y de nitracion proteica, parametros indicadores de estrés oxidativo y
nitrativo. Los higados de fetos hembra del grupo DGS también presentaron una disminucion en los
niveles de ARN mensajero de enzimas de detoxificacion. Este resultado, junto a elevados niveles de
actividad de fosfatasa alcalina en el plasma de los fetos hembras provenientes del grupo DGS,
indicarian dafio tisular y alteraciones en la funcion de detoxificacion.

La administracion intra-fetal de leptina en fetos provenientes de ratas CT produjo una
disminucion de los niveles de ARN mensajero de ObRa y un aumento de LPL en el higado fetal, lo
que sugiere un rol de la leptina fetal en la regulacion de los niveles de ARN mensajero de estos
genes. Sin embargo, en el higado fetal de las ratas DGS, grupo que presenta altos niveles de leptina
circulante, no observamos una disminuciéon de los niveles de ARN mensajero de ObRa ni un
aumento de los de LPL. Esto podria deberse a una falta de respuesta a leptina o a que la leptina esta
ejerciendo su efecto regulatorio sobre ambos genes pero dichos genes se encuentran bajo la
regulacion de otras vias, lo cual enmascara los efectos de la leptina.

En los higados fetales del grupo DGS observamos un aumento en los niveles de ARN
mensajero y de la proteina de ObR. Estos higados no sdlo se encuentran expuestos a altos niveles de
leptina circulante, al igual que los higados de fetos control inyectados, sino que también se
encuentran inmersos en un ambiente hiperlipidico que propiciaria un entorno pro-inflamatorio y pro-

oxidante, el cual podria inducir las alteraciones en los niveles de ObR mencionadas.
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Capitulo 4: Efecto de leptina sobre el catabolismo de lipidos
en el higado de fetos provenientes de ratas control y de ratas
alimentadas con exceso de grasas saturadas

En este trabajo de tesis hemos observado una falta de respuesta a leptina en el higado fetal
del grupo DGS, sugerida porque a pesar de encontrarse inmerso en un ambiente hiperleptinémico, el
higado del grupo DGS no muestra variaciones en los niveles de ARN mensajero de LPL ni de ObRa
con respecto al grupo control. Ademas, observamos también en estos drganos una disminucion de
los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1, genes regulados por leptina mediante PPARa.

Para comprobar esta hipotesis, los higados fetales provenientes de ratas del grupo control y
del grupo alimentado con una dieta con exceso de grasas saturadas (DGS) fueron removidos el dia
21 de gestacion y cultivados en presencia de leptina (100 ng/ml) o en ausencia de la hormona (sin
adicion: s/a) durante 3 horas en bafio metabdlico bajo atmoésfera controlada. Obtuvimos cuatro
grupos de trabajo: 1) higados fetales provenientes de ratas alimentadas con dieta control y cultivados
en ausencia de leptina (CT s/a); 2) higados fetales provenientes de ratas alimentadas con dieta
control y cultivados en presencia de leptina (CT+leptina); 3) higados fetales provenientes de ratas
alimentadas con dieta grasa con exceso de grasas saturadas y cultivados en ausencia de leptina (DGS
s/a); 4) higados fetales provenientes de ratas alimentadas con dieta con exceso de grasas saturadas y
cultivados en presencia de leptina (grupo DGS+leptina). El modelo experimental se presenta en el

Esquema 21.
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/ dia 21 de \
gestacion

Grupo dieta

control (CT) . T l
comienzo de |
DGS comienzo

{semana 6) prefiez I
Grupo dieta con l l |

exceso de grasas e —
saturadas ;

(DGS) 8 semanas 3 semanas

|

Obtencionde
higadosfetales

Incubaciénen presencia
o ausencia de leptina (100 ng/ml)

Esquema 21: Modelo experimental para la obtencion de explantos fetales provenientes del grupo de ratas

control (CT) y de ratas alimentadas con exceso de grasas saturadas (DGS) cultivados en presencia o ausencia

de leptina.

4.1. Efectos de leptina sobre la expresion de LPL y del receptor de insulina en

cultivo de explantos de higados fetales.

La presencia de leptina no modific6 los niveles de ARN mensajero ni de proteina de LPL
(Figura 38) como tampoco del receptor de insulina (RI) (Figura 39) en los explantos de higados
provenientes del grupo DGS y CT. No se observaron diferencias género-dependientes en estos

parametros (Figuras 38 y 39).
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Figura 38: Niveles de ARN mensajero de LPL en higados fetales incubados con leptina.

Niveles de ARN mensajero de LPL en higados Niveles de ARN mensajero de LPL en higados
fetales controles incubados con leptina fetales DGS incubados con leptina
1.59 1.54
O] cTs/a _ - [ DGS s/a
T - B CT+Leptina - B DGS+Leptina

8 1.04 o 1.0
@ ANOVA 2 factores 9 ANOVA 2 factores
= dieta: NS < dieta: NS
@ ) sexo:_NS x sexo: NS
- 0.54 interacccion: NS = 0.5- interaccion: NS

0.0 0.0

hembra macho hembra macho

Niveles de ARNm (PCR) de LPL en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo control
y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin adicion de
leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Figura 39: Niveles de proteina del RI en higados fetales incubados con leptina.
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R» S - -
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Niveles de proteina (Western blot) de RI en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo
control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

4.2.  Efectos de leptina sobre la expresion del receptor de leptina en cultivo de

explantos de higados fetales.

No observamos cambios en los niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) (Figura
40) ni de la isoforma larga (ObRb) (Figura 41) del receptor de leptina en los explantos de higados
provenientes del grupo DGS y CT en respuesta al cultivo con leptina. No encontramos diferencias

género-dependientes en estos parametros (Figuras 40 y 41).
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Figura 40: Niveles de ARN mensajero de ObRa en higados fetales incubados con leptina.

A) B)

Niveles de ARN mensajero de ObRa en higados Niveles de ARN mensajero de ObRa en higados

fetales controles incubados con leptina fetales DGS incubados con leptina
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Niveles de ARNm (PCR) de ObRa en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo control
y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin adicion de
leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Figura 41: Niveles de ARN mensajero de ObRb en higados fetales incubados con leptina.

Niveles de ARN mensajero de ObRb en higados Niveles de ARN mensajero de ObRb en higados
fetales controles incubados con leptina fetales DGS incubados con leptina
1.57 1.5
O CTsla [ DGSs/a

o) B CT+Leptina §5& E DGS+Leptina
E T 72
o = 1.0 T Qs 1.04
2o ANOVA2factores & o ANOVA 2 factores
9 dieta: NS o e dieta: NS
o N NS YN :
3. Sexo S . :
° s ints i6m NS s sexo: NS
$ & 0.59 interacccion: $ & 0.59 interaccion: NS
[S 3T} oo
2= e =

0.0 T T 0.0 T

hembra macho hembra macho

Niveles de ARNm (qPCR) de ObRb en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo
control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). Los resultados de la qPCR fueron analizados mediante el método AACt.
n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Tampoco observamos cambios en los niveles de proteina de ObRa (Figura 42) ni de ObRb
(Figura 43) en los explantos de higados provenientes del grupo DGS y CT en respuesta al cultivo

con leptina. Una vez mas no se observan diferencias género-dependientes (Figuras 42 y 43).

Figura 42: Niveles de proteina de ObRa en higados fetales incubados con leptina.

A) Niveles de proteina de ObRa en higados
fetales controles incubados con leptina
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B) Niveles de proteina de ObRa en higados
fetales DGS incubados con leptina
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Niveles de proteina (Western blot) de ObRa en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A)
grupo control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o
sin adicion de leptina (CT s/a 'y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

136



Resultados

50+

40+

30+

20+

UR a actina

10+

A) Niveles de proteinas de ObRb en higados
fetales controles incubados con leptina

T L

0

herﬁbra

T
macho

o> i S

ACHINA — ) S — — —

Figura 43: Niveles de proteina de ObRb en higados fetales incubados con leptina.
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dieta: NS
sexo: NS

interaccion: NS

Niveles de proteina (Western blot) de ObRb en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A)
grupo control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT-+leptina y DGS+leptina) o
sin adicion de leptina (CT s/a 'y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

4.3. Efecto de leptina sobre los niveles de lipidos de explantos de higados

fetales.

Al cultivar los higados fetales del grupo control en presencia de leptina observamos el conocido

efecto lipolitico de esta hormona, el cual se tradujo en la disminucion de los niveles de

triglicéridos tanto en higado de fetos hembra como macho (P<0,05, Figura 44). En el caso de las
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hembras, también detectamos una disminucion de los niveles de 4acidos grasos libres y ésteres de
colesterol (P<0,05, Figura 44A).

Figura 44: Niveles de lipidos en higados fetales controles incubados con leptina.
A) Niveles lipidicos en higado de fetos hembra
proveniente de rata control
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., fé\ 400 CT + Leptina
o
S o
S E
-1 o
= 2004
O T T T T T
TG Col AGL E. Col FL
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Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en higados fetales A) hembra y B) macho provenientes
de ratas del grupo control cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina) o sin adicion de leptina
(CT s/a). *P<0,05. n=6. Test estadistico: t-Student. TG: triglicéridos, Col: colesterol, AGL: acidos grasos libres,
E. Col: ésteres de colesterol, FL: fosfolipidos.

A diferencia de lo observado en el grupo control, no observamos un efecto de la leptina en la

modulacion de los niveles de lipidos hepaticos en los fetos hembra y macho provenientes del grupo
DGS (Figura 45).
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Figura 45: Niveles de lipidos en higados fetales del grupo DGS incubados con leptina.
A) T
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proveniente de rata DGS
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Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en higados fetales A) hembra y B) macho provenientes
de ratas del grupo DGS cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (DGS+leptina) o sin adicion de leptina
(DGS s/a). n=6. Test estadistico: t-Student. TG: triglicéridos, Col: colesterol, AGL: 4cidos grasos libres, E. Col:
ésteres de colesterol, FL: fosfolipidos.

4.4. [Efectos de leptina sobre los niveles de ARN mensajero de PPARa, ACO,
CPT1 y LPL en cultivo de explantos de higados fetales.

El cultivo con leptina no afectd los niveles de ARN mensajero (Figura 46) ni de proteina
(Figura 47) de PPARa en los higados fetales del grupo CT como tampoco lo hizo en el grupo DGS.

Ninguno de los parametros analizados present6 diferencias género-dependientes (Figura 46 y 47).
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Figura 46: Niveles de ARN mensajero de PPARa en higados fetales incubados con

leptina.
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Niveles de ARNm (PCR) de PPARa en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo
control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Figura 47: Niveles de proteina de PPAR4 en higados fetales incubados con leptina.
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Niveles de proteina (Western blot) de PPARa en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A)
grupo control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Sin embargo, el cultivo con leptina produjo un aumento en los niveles de ARN mensajero de
ACO en los higados hembra y macho provenientes del grupo control (P<0,05, Figura 48A). Este
efecto no se observo en los higados provenientes del grupo DGS (Figura 48B). De igual forma, el
cultivo con leptina produjo un aumento de los niveles de ARN mensajero de CPT1 en los higados
hembra y macho provenientes del grupo control (P<0,05, Figura 49A) que no se no se observo en

los higados provenientes del grupo DGS (Figura 49B).
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Figura 48: Niveles de ARN mensajero de ACO en higados fetales incubados con leptina.
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Niveles de ARNm (PCR) de ACO en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo
control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. **P<0,01, ***P<0,001. Test estadistico: Anova de dos factores,

post-test Bonferroni.

Figura 49: Niveles de ARN mensajero de CPT1 en higados fetales incubados con leptina.
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Niveles de ARNm (PCR) de CPT1 en higados fetales hembra y macho provenientes de ratas del A) grupo
control y B) grupo DGS, cultivados en presencia de 100 ng/ml de leptina (CT+leptina y DGS+leptina) o sin
adicion de leptina (CT s/a y DGS s/a). n=6. **P<0,01, ***P<0,001. Test estadistico: Anova de dos factores,

post-test Bonferroni.
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Resumen del Capitulo 4

La expresion de PPARa, LPL y el receptor de leptina no mostré cambios debido al cultivo
con leptina ni en los explantos hepaticos controles ni en los provenientes del grupo DGS.

A pesar de esto, el cultivo de los explantos hepaticos de fetos control con leptina produjo una
disminucién de los triglicéridos tisulares y un aumento de las enzimas lipoliticas ACO y CPTI
hepaticas. Estos efectos lipoliticos de leptina no se observaron en los cultivos de explantos hepaticos
de fetos provenientes del grupo DGS, sugiriendo que la dieta materna rica en grasas saturadas

induce anomalias en el accionar de la leptina en el higado fetal.
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Capitulo 5: Efectos del exceso de grasas saturadas en la

dieta materna sobre el metabolismo lipidico hepatico de crias
de 21 y 140 dias de edad

Considerando las alteraciones inducidas por la dieta materna con exceso de grasas saturadas
en la placenta y el feto, y tras haber evidenciado una falta de respuesta a la leptina en los higados
fetales del grupo DGS, nos resultéd de interés estudiar el efecto de dieta grasa materna sobre las crias
con el objetivo de evaluar si las alteraciones mencionadas persistian en la progenie en la etapa
posnatal. Para ello, permitimos que un grupo de madres del grupo alimentado con exceso de grasas
saturadas (DGS) y del grupo control parieran a sus crias. La camada se ajustd a 10 crias. Durante la
lactancia se continud con las dietas correspondientes, y el dia del destete, correspondiente al dia 21
posnatal, todas las crias fueron separadas de sus madres y alimentadas con dieta control. En el dia 21
posnatal se realiz6 la eutanasia de un grupo de crias, tanto del grupo DGS como del grupo CT. Las
crias restantes continuaron su crecimiento hasta el dia 140 posnatal, momento en el cual se realizo la

eutanasia de los animales de ambos grupos dietarios (Esquema 22).

/ dia 21 de \
gestacion dia 21 posnatal dia 140 posnatal

Grupo dieta control | |

(CT) ) T I |

comienzo de | I

DGS i o

(semana 6) copT‘;?lgio nacimiento | I

Grupo dieta con l l | |
exceso de grasas

saturadas _ I '

(DGS) 8 semanas | I

|

\

I
lactancia |
\4

Obtencion de plasma e higados

K de las crias /

Esquema 22: Modelo experimental para el estudio de la descendencia de rata alimentada con dieta control

(CT) o con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
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Parte A: Crias de 21 dias de edad

5.A.1. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre el peso,
glucemia, trigliceridemia y colesterolemia en crias de 21 dias de edad.

Encontramos mayores niveles de triglicéridos plasmaticos (P<0,05), mayor peso corporal
(P<0,05) y mayor peso hepatico (P<0,05) en las crias del grupo DGS respecto del grupo control. Los
niveles de glucemia y colesterol fueron similares en el plasma de ambos grupos dietarios (Tabla

14). No se observaron diferencias género-dependientes en estos pardmetros (Tabla 14).

Control DGS

1 ) Macho 109+6 10545 ANOVA 2x2
G ucemia Dieta: NS
(mg/ dL) Hembra 106+5 106+6 Sexo: NS

Interaccion: NS

C e . Macho 148+13 262+39 * ANOVA 2x2

Trigliceridemia Dieta: P<0.001
(mg/dL) Hembra 127+11 251431 ** Sexo: NS

Interaccion: NS

. Macho 8446 83+11 ANOVA 2x2
Colesterolemia Dicta: NS
(g/dL) Hembra 886 8611 Sexo: NS

Interaccion: NS

Macho 43 .52+0.78 46.48+1.01 * ANOVA 2x2

Peso corporal Dieta: P<0,01
Sexo: NS

() Hembra  42.11+0.74 45.18+0.82 * oo

Interaccion: NS

, Macho 1.68+0.048 1.884+0.069 * ANOVA 2x2

PGSO del hlgado Dieta: P<0,001
(8) Hembra  1.58+0.056 1.83+0.51 * Sexo: NS

Interaccion: NS

Tabla 14: Niveles plasmaticos de glucemia, trigliceridemia, colesterolemia, y peso corporal y hepatico de
crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS). Diferencia estadistica entre grupo CT y DGS: *P<0,05, **P<0,01. n=6. Test

estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

145



Resultados

5.A.2. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
lipidos hepaticos en crias de 21 dias de edad.

No observamos diferencias al comparar los niveles de las diferentes especies lipidicas en los
higados de crias hembra y macho del grupo control (Figura 50A). Al igual que lo observado en el
higado fetal, observamos una sobreacumulacion de triglicéridos en el higado de las crias hembra y

macho de 21 dias de edad proveniente del grupo DGS en relacion al grupo control (P<0.05, Figura
50 By C).

Figura 50: Niveles de lipidos en higados de crias de 21 dias de edad provenientes de
ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
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C) Niveles lipidicos en higado de cria macho
de 21 dias de edad

1000-
] CT macho

DGS macho

800+

600+

4004

Lipidos
(ug/mg prot)

200+

I
Col AGL E. Col

Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en el higados de crias A) hembra y macho provenientes
de ratas del grupo control (CT) y de crias B) hembra y C) macho de 21 dias de edad provenientes de ratas del
grupo CT y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05. n=6. Test estadistico: t-Student.
TG: triglicéridos, Col: colesterol, AGL: acidos grasos libres, E. Col: ésteres de colesterol, FL: fosfolipidos.

5.A.3. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero del receptor de leptina en crias de 21 dias de edad.

Conociendo el efecto catabolico de leptina sobre el metabolismo de lipidos, y habiendo
detectado sobreacumulacion de triglicéridos en el higado de las crias, nos resulto de interés analizar
los niveles de ARN mensajero del receptor de leptina en el higado de las crias para conocer su
potencial accionar. El estudio de los niveles de ARN mensajero en higados de crias de 21 dias de
edad mostré una disminucioén de la isoforma corta del receptor (ObRa) en los machos del grupo
DGS (P<0,05, Figura 51A). No encontramos diferencias respecto de la isoforma larga del receptor
(ObRb) (Figura S51B) ni diferencias género-dependientes en ninguna de las dos isoformas
analizadas (Figura 51).

Al estudiar la expresion proteica del receptor total de leptina (ObR) mediante
inmunohistoquimica encontramos que ésta se encuentra incrementada en higados de crias de 21 dias
de edad provenientes del grupo DGS, sin presentar diferencias género-dependientes (P<0,05, Figura

52).
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Figura 51: Niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) y larga (ObRb) del
receptor de leptina en higados de crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del
grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

A)

Niveles de ARN mensajero de ObRa
en higado de cria de 21 dias de edad

1.5+
s *
o 1.04
o™
-}
©
[a
= 0.54
0.0 = T
hembra macho

OcT
3 DGS

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,001
sexo: NS
interaccion: NS

UR a L30

B)

Niveles de ARN mensajero de ObRb
en higado de cria de 21 dias de edad

1.59

0.54

0.0

hembra

T
macho

OcT
EA DGS

ANOVA 2 factores
dieta: NS
sexo: P<0,05
interaccion: NS

Niveles de ARNm (PCR) de la isoforma A) corta (ObRa) y B) larga (ObRb) del receptor de leptina en
higados de crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta
con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test

Bonferroni.
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Figura 52: Niveles de proteina del receptor total de leptina (ObR) en higados de crias
de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con
exceso de grasas saturadas (DGS).

CT hembra CT macho

DGS hembra DGS macho

CT negativo

Hembra 360£310 731+ 49 *k

Macho 423+£598 762479 ¥k

Inmunomarcacin representativa (inmunohistoquimica) y cuantificacion de los niveles de proteina del receptor
total de leptina (ObRb) en higados de crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT y DGS.
**p<0,01. n=f. Test estadistico: Anova de dos factores, ‘post-test Bonferron.
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5.A.4. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de

ARN mensajero de ACO, CPT1, LPL y PPARa, genes involucrados en el
catabolismo de lipidos en el higado de crias de 21 dias de edad.

Al analizar los niveles de ARN mensajero de algunos genes regulados por leptina

involucrados en el catabolismo lipidico hepatico, encontramos que la dieta materna con exceso de

grasas saturadas produjo una disminucion de los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1

higados de crias hembra y macho (P<0,05, Figura 53 A y B). No observamos diferencias

en los

en los

niveles de ARN mensajero de LPL ni PPARa entre sexos o grupos dietarios (Figura 53 C y D).

grupo de

OcT
EA DGS

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,01
sexo: NS
interaccion: NS

o

OcT
B3 DGS

ANOVA 2 factores
dieta: NS
sexo: NS

interaccion: NS

Figura 53: Niveles de ARN mensajero de ACO, CPT1, LPL y PPARa en higados de
crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del
dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
A) B)
Niveles de ARN mensajero de ACO Niveles de ARN mensajero de CPT1
en higado de cria de 21 dias de edad en higado de cria de 21 dias de edad
1.59 1.0+
OcT -
DGS 0.4 *
& 107 =) *% & 0.6
= ANOVA 2 factores =
o dieta: P<0,001 @
S 054 sexo: NS S 049
interaccion: NS
0.2
0.0 T T 0.0 . r
hembra macho hembra macho
9)) D)
Niveles de ARN mensajero de LPL Niveles de ARN mensajero de PPAR
en higado de cria de 21 dias de edad en higado de cria de 21 dias de edad
1.549 1.5+
—
- T -
8 1.0 8 1.0
- ANOVA 2 factores
o dieta: NS x
= 0.5 sexo: NS S o5
interaccion: NS
0.0 T T 0.0 T
hembra macho hembra macho
Niveles de ARNm (PCR) de A) ACO, B) CPT1, C) LPL y D) PPARa en higados de crias de 21 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
*P<0,05, **P<0,01. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

150




Resultados

5.A.5. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre indicadores de
dafio por estrés oxidativo y nitrativo y pardmetros de detoxificacion hepatica en crias
de 21 dias de edad.

Al igual que lo observado en los higados fetales del grupo DGS, en el higado de crias de 21
dias de edad del grupo DGS encontramos incrementada la produccion de 6xido nitrico (P<0,05,
Figura 54A) y los niveles de peroxidacion lipidica (P<0,05, Figura 54B) respecto de los higados

del grupo control. Estos pardmetros no presentaron diferencias género-dependientes (Figura 54).

Figura 54: Produccion de 6xido nitrico y niveles de peroxidacion lipidica en higados de
crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo
alimentado con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

A) B)
Produccion de ON Niveles de peroxidacion lipidica

en higado de cria de 21 dias de edad en higado de cria de 21 dias de edad

4+ 4-
OcT Fokk
*%*%k

34

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,001
sexo: NS
interaccion: NS

ANOVA 2 factores
dieta: P<0,001
sexo: NS
= interaccion: NS

Nitratos/Nitritos
(nmoles/mg prot)
i
TBARS
(nmoles/mg prot)
N
1

L) G T T
hembra macho hembra macho

Niveles de produccion de 6xido nitrico (medicion de nitratos/nitritos por ensayo de Griess) y B) niveles de
peroxidacion lipidica (ensayo de TBARS) en crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT y
DGS. **P<0,01, ***P<0,001. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Los niveles de proteinas nitradas, indicadores de dafio tisular debido a estrés oxidativo, se
encontraron incrementados en los higados de las crias del grupo DGS respecto del grupo control, sin

mostrar diferencias género-dependientes (P<0.05, Figura 55).
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Figura 55: Niveles de proteinas nitradas en higados de crias de 21 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas
saturadas (DGS).

CT hembra CT macho

CT negativo
Hembra 120+ 11 171*15'2*
Macho 132:129 184+ 178 *

Inmunomarcacién representativa (inmunohistoquimica) v cuantificacién de proteinas nitradas en tirosina en
higados de crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT v DGS. Magnificacidn: 200X *P<0,05.
n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Al igual que en el feto, nos interes6 evaluar en la cria el efecto de la dieta materna con
exceso de grasas saturadas sobre los niveles de ARN mensajero de las MRPs, trasportadores
involucrados en la detoxificacion hepética. Encontramos una disminucion de los niveles de ARN

mensajero de MRP2 en el higado de crias hembra de 21 dias de edad del grupo DGS respecto del
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grupo control (P<0,001, Figura 56A). Asimismo, encontramos que la dieta materna con exceso de
grasas saturadas redujo los niveles de ARN mensajero de Nrf2 en el higado de las crias hembra y
macho respecto de lo observado en el grupo control (P<0,05, Figura S6D). No observamos
diferencias respecto a los niveles de ARN mensajero de MRP3 y MRP4 al comparar el higado de las
crias de los grupos dietarios en estudio como tampoco observamos diferencias género-dependientes

en estos parametros (Figura 56 By C).

Figura 56: Niveles de ARN mensajero de MRP2, MRP3, MRP4 y Nrf2 en higados de
crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta
con exceso de grasas saturadas (DGS).
A) B)
Niveles de ARN mensajero de MRP2 Niveles de ARN mensajero de MRP3
en higado de cria de 21 dias de edad en higado de cria de 21 dias de edad
1.5+ 1.5-
acT acT
DGS DGS
o 1.01 o 1.04
[32] — ™
: ANOVA 2 factores é == ANOVA 2 factores
xr dieta: P<0,001 x dieta: NS
2 054 sexo: P<0,05 > 054 sexo: NS
interaccion: NS interaccion: NS
0.0 —= T 0.0 T T
hembra macho hembra macho
C) D)
Niveles de ARN mensajero de MRP4 Niveles de ARN mensajero de Nrf2
en higado de cria de 21 dias de edad en higado de cria de 21 dias de edad
1.59 1.0+
! —_— OcT
_ ; 0.8 * E3 DGS
o 1.0 o
%] © 0.6
= ANOVA 2 factores = ANOVA 2 factores
o dieta: NS x 044 dieta: P<0,001
SO .5 sexo: NS o sexo: NS
interaccion: NS interaccion: NS
0.2
00 T T 0.0 R T
hembra macho hembra macho
Niveles de ARNm (PCR) de A) MRP2, B) MRP3, C) MRP4 y D) Nrf2 en higados de crias de 21 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05,
**#p<(,01, ***P<0,001. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Por otro lado, no observamos diferencias respecto a la actividad de fosfatasa alcalina ni
glutamato oxalato transaminasa en el plasma de las crias provenientes de ratas alimentadas con la

dieta con exceso de grasas saturadas respecto de las provenientes del grupo control (Figura 57).

Figura 57: Actividad de las enzimas plasmaticas fosfatasa alcalina y glutamato oxalato
transaminasa (GOT) en el plasma de crias de 21 dias de edad provenientes de ratas del
grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

Actividad de fosfatasa alcalina Actividad de GOT
en plasma de cria de 21 dias de edad en plasma de cria de 21 dias de edad
5001 50-
OcT -
~ 400- DGS — 40-
= - =
=) 2
< 3001 < 30-
S ANOVA 2 factores @ ANOVA 2 factores
2 500l dieta: NS 2 - dieta: NS
E sexo: NS = sexo: NS
2 interaccion: NS é,:) interaccion: NS
1004 104
0 0

hembra macho hembra macho
Actividad de fosfatasa alcalina y glutamato oxalato transaminasa (GOT) en el plasma de crias de 21 dias de
edad provenientes de ratas del grupo CT y DGS. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test

Bonferroni
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Parte B: Crias de 140 dias de edad.

5.B.1. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre el peso,
glucemia, trigliceridemia y colesterolemia en crias de 140 dias de edad.

No encontramos diferencias en los valores de glucemia, trigliceridemia y colesterolemia en
las crias de 140 dias de edad del grupo DGS respecto al grupo control. Tampoco observamos
cambios en el peso corporal y hepatico debido a la dieta materna. Tanto en el grupo control como en
el grupo DGS observamos un mayor peso corporal (P<0,05) y hepatico (P<0,05) en machos respecto

a las hembras (Tabla 15).

Control DGS
Glucemia Macho 100+4 03+3 ANOVA 2x2
Dieta: NS
mg/dL .
(mg/dL) Hembra 1003 1046 Sexo: NS
Interaccion: NS
Trigliceridemia Macho 128+9 125+12 ANOVA 2x2
Dieta: NS
(mg/dL) Hembra 11349 10949 Sexo: NS
Interaccion: NS
Colesterolemia Macho 9343 8545 ANOVA 2x2
Dieta: NS
(g/dL) Hembra 91+7 80+6 Sexo: NS
Interaccion: NS
Peso corporal Macho 555+19 606+19 ANOVA 2x2
Dieta: P<0,01
(gr.) Hembra 327411 # 350412 # Sexo: P<0,001
Interaccion: NS
Peso del higado Macho 15.64+0.43 16.39+0.61 ANOVA 2x2
Dieta: NS
(gr.) Hembra 10.14£0.15%  11.22+029* Sexo: P<0,001

Interaccion: NS

Tabla 15: Niveles plasmaticos de glucemia, trigliceridemia, colesterolemia, y peso corporal y hepatico de
crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS). *P<0,05, #P<0,01 al comparar hembra vs macho dentro del mismo grupo dietario.

n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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5.B.2. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la insulinemia
y la resistencia a la insulina en crias de 140 dias de edad.

Al estudiar los niveles plasmaticos de insulina, encontramos un aumento de esta hormona en
las crias macho del grupo DGS al comparar con el grupo CT (P<0,05, Figura 58). No observamos

diferencias género-dependientes dentro del grupo control (Figura S8).

Figura 58: Niveles plasmaticos de insulina en crias de 140 dias de edad provenientes de
ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

Niveles de insulina plasmatica
en crias de 140 dias de edad

* Oct

0.8 DGS
)
=]
G 069 -
= ANOVA 2 factores
= a4l dieta: p<0.05
% 0.4 sexo: NS
£ interaccion: NS

0.2

0.0 T T

hembra macho

Niveles plasmatios de insulina en crias hembra y macho de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo

control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova
de dos factores, post-test Bonferroni.

Al calcular el HOMA, encontramos un incremento de este indice en las crias macho del
grupo DGS en relacion al grupo control (P<0,05, Figura 59). En el caso de las hembras, si bien se

observo una tendencia hacia el aumento en este parametro, no se evidenciaron diferencias

significativas (Figura 59).
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Figura 59: indice HOMA en en crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del
grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

HOMA en crias de 140 dias de edad

0.59
*

0.44
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5 0.3_ —
‘g ANOVA 2 factores
= dieta: P<0.05
% 0.2 sexo: NS
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0.14
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hembra macho

Indice HOMA en crias hembra y macho de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del

grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores,
post-test Bonferroni.

5.B.3. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
lipidos hepaticos en crias de 140 dias de edad.

Dentro del grupo CT observamos mayores niveles de colesterol y ésteres de colesterol en el
higado de crias macho respecto del de crias hembra (P<0,05, Figura 60A). Al igual que lo
observado en el higado fetal y en las crias de 21 dias de edad, observamos una sobreacumulacion de
triglicéridos en el higado de las crias tanto hembra como macho de 140 dias de edad provenientes
del grupo de ratas alimentadas con un exceso de grasas saturadas (DGS) en relacion al grupo control
(P<0,05, Figura 60 B y C). Ademas, observamos una sobreacumulacion de acidos grasos libres

(AGL) en el higado de crias hembra del grupo DGS respecto del grupo CT (P<0,05, Figura 60B).
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Figura 60: Niveles de lipidos en higados de crias de 140 dias de edad provenientes de
ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
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C) Niveles lipidicos en higado de cria macho
de 140 dias de edad
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[J CT macho
600~ DGS macho
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-
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Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en el higado de fetos A) hembra y macho provenientes
de ratas del grupo control (CT) y en el higado de fetos B) hembra y C) macho de 140 dias de edad provenientes
de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).*P<0,05. n=6. Test
estadistico: t-Student. TG: triglicéridos, Col: colesterol, AGL: acidos grasos libres, E. Col: ésteres de colesterol,
FL: fosfolipidos.

5.B.4. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre la expresion
del receptor de leptina en crias de 140 dias de edad.

En los higados de crias adultas de 140 dias de edad no encontramos diferencias en los niveles
de ARN mensajero hepaticos de ObRa ni ObRb al comparar los grupos dietarios estudiados (Figura

61). Tampoco encontramos diferencias género-dependientes en este estudio (Figura 61).
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Figura 61: Niveles de ARN mensajero de la isoforma corta (ObRa) y larga (ObRb) del
receptor de leptina en higados de crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del
grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

Niveles de ARN mensajero de ObRa Niveles de ARN mensajero de ObRb
en higado de cria de 140 dias de edad en higado de cria de 140 dias de edad
2.0 1.5
acT acT

15l DGS 4 DGS
s = o 1.04 o
™ [92]
= 1.0 ANOVA 2 factores = ANOVA 2 factores
x dieta: NS o dieta: NS
] sexo: NS 2 054 sexo: P<0,05

0.5- interaccion: NS interaccion: NS

0.0 T T 0.0 T T

hembra macho hembra macho

Niveles de ARNm (PCR) de la isoforma A) corta (ObRa) y B) larga (ObRb) del receptor de leptina en higados
de crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de
grasas saturadas (DGS). n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Al estudiar la expresion proteica del receptor total de leptina (ObR) mediante
inmunohistoquimica, encontramos que la dieta grasa materna indujo una disminucién de la
expresion de ObR en el higado de crias de 140 dias de edad, sin observarse diferencias género-

dependientes dentro del grupo control (P<0,05, Figura 62).
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CT hembra

Figura 62: Niveles de proteina del receptor total de leptina (ObR) en higados de crias
de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta

con exceso de grasas saturadas (DGS).

CT negativo

Sl
- ‘:;"_- 1

* )
Hembra 268+ 309
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Inmunomarcacién representativa (inmunchistoquimica) y cuantificacién de los niveles de proteina el receptor
total de leptina (ObRb) en higados de crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT v DGE.

*P<0,05. n=>6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferron.
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5.B.5. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre los niveles de
ARN mensajero de ACO, CPT1, LPL y PPARa, genes involucrados en el
catabolismo de lipidos, en crias de 140 dias de edad.

De manera similar a lo observado en las crias de 21 dias de edad, encontramos que la dieta
materna con exceso de grasas saturadas (DGS) produjo una disminucion de los niveles de ARN
mensajero de ACO en los higados de crias hembra y macho (P<0,05, Figura 63A) y una
disminucion de CPT1 en los higados de crias macho (P<0,01, Figura 63B), en relacion al control.
No observamos diferencias en los niveles de ARN mensajero de LPL ni de PPARa al comparar los

higados de las crias provenientes de los grupos dietarios en estudio (Figura 63 C y D).
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A)
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Figura 63: Niveles de ARN mensajero de, ACO, CPT1, LPL y PPARa en higados de
crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de
dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
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Niveles de ARN mensajero de PPARalfa
en higado de cria de 140 dia edad

2.0
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Niveles de ARNm (PCR) de A) ACO, B) CPT1, C) LPL y D) PPARa en higados de crias de 140 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05,
**P<(,01. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

5.B.6. Efectos del exceso de grasas saturadas en la dieta materna sobre indicadores de
dafio por estrés oxidativo y nitrativo y pardmetros de detoxificacion hepética en crias

de 140 dias de edad.

Al igual que lo observado en los higados de crias de 21 dias de edad del grupo DGS,

encontramos incrementada la produccion de 6xido nitrico y los niveles de peroxidacion lipidica en

los higados de crias hembra y macho de 140 dias de edad del grupo DGS respecto del grupo control

(P<0,05, Figura 64).
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Figura 64: Produccion de o6xido nitrico y niveles de peroxidacion lipidica en higados de
crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo
alimentado con dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

Niveles de peroxidacion lipidica
en higado de cria de 140 dias de edad
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Niveles de produccion de 6xido nitrico (medicion de nitratos/nitritos por ensayo de Griess) y B) niveles de
peroxidacion lipidica (ensayo de TBARS) en crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT y
DGS. *P<0,05, **P<0,01. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Oct

ANOVA 2 factoreq

dieta: P<0,001
sexo: NS

interaccion: NS

Los niveles de proteinas nitradas, indicadores de dafio tisular debido a estrés oxidativo,

también se encontraron incrementados en los higados de las crias hembra y macho del grupo DGS

respecto del grupo control (P<0,05, Figura 65).
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Figura 65: Niveles de proteinas nitradas en higados de crias de 140 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) v del grupo de dieta con exceso de grasas
saturadas (DGS).

CT hembra CT macho

DGS hembra DGS macho

CT negativo

Hembra 110413,4 163:16,7 %

Macho 1251103 1924195 %

Inmunomarcacién representativa (inmunohistoquimica) y cuantificacién de proteinas nitradas en tirosina en
higados de crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT y DGS. Magnificacion: 2003
*P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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Al estudiar las MRPs, observamos una disminucion de los niveles de ARN mensajero de
MRP2 en el higado de crias hembra y machos provenientes del grupo DGS en relacion al grupo
control (P<0,05, Figura 66A). En el higado de las hembras del grupo DGS también observamos una
disminuciéon de MRP4 y Nrf2 (P<0,05, Figura 66 C y D). No observamos diferencias respecto a
MRP3 en el higado entre los grupos dietarios estudiados (Figura 66B).

Figura 66: Niveles de ARN mensajero de MRP2, MRP3, MRP4 y Nrf2 en higados de
crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de
dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).
A) B)
Niveles de ARN mensajero de MRP2 Niveles de ARN mensajero de MRP3
en higado de cria de 140 dias de edad en higado de cria de 140 dias de edad
3- 2.0
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*
15l
8 2 8 T
é ANOVA 2 factores ; 1.0 ANOVA 2 factores
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O 14 sexo: NS ) sexo: P<0,01
interaccion: NS 0.5+ interaccion: NS
0 T 0.0 T T
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0)) D)
Niveles de ARN mensajero de MRP4 Niveles de ARN mensajero de Nrf2
en higado de cria de 140 dias de edad en higado de cria de 140 dias de edad
2.0- 1.59
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DGS
1.54 -T= ——
o 8 1.04
™
g 1.04 ANOVA 2 factores : ANOVA 2 factores
x dieta: P<0,05 o dieta: NS
=) sexo: NS > 0.5 sexo: NS
0.54 interaccion: NS interaccion: NS
0.0 T T 0.0 . r
hembra macho hembra macho
Niveles de ARNm (PCR) de A) MRP2, B) MRP3, C) MRP4 y D) Nrf2 en higados de crias de 140 dias de edad
provenientes de ratas del grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS). *P<0,05.
n=6. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.
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En cuanto a la actividad GOT y fosfatasa alcalina plasmatica, encontramos un aumento de la
actividad de GOT en el plasma de crias hembra y macho de 140 dias de edad del grupo DGS en
relacion al control (P<0,05, Figura 67A). No observamos diferencias respecto a la actividad
plasmatica de fosfatasa alcalina al comparar las crias de los grupos dietarios estudiados (Figura

67B). La actividad de las enzimas no mostré diferencias género-dependientes (Figura 67).

Figura 67: Actividad de las enzimas plasmaticas fosfatasa alcalina y glutamato oxalato
transaminasa (GOT) en el plasma de crias de 140 dias de edad provenientes de ratas del
grupo control (CT) y del grupo de dieta con exceso de grasas saturadas (DGS).

Actividad de fosfatasa alcalina ) Actividad de GOT
en higado de cria de 140 dias de edad en higado de cria de 140 dias de edad
200+ 601
acT *
B
_ 150 —_ DGS _
3 3 40 -
T 100 ANOVA 2 factores S ANOVA 2 factores
g dieta: NS he] dieta: P<0,01
E sexo: NS =2 204 sexo: NS
g 504 interaccion: NS @ interaccion: NS
C T T C L} L}
hembra macho hembra macho

Actividad de A) fosfatasa alcalina y B) glutamato oxalato transaminasa en el plasma de crias hembra y macho

de 140 dias de edad provenientes de ratas del grupo CT y DGS. *P<0,05. n=6. Test estadistico: Anova de dos
factores, post-test Bonferroni.

Resumen del Capitulo 5

Parte A: crias de 21 dias de edad.

Observamos que la dieta materna con exceso de grasas saturadas (DGS) produjo un aumento
de los niveles de triglicéridos plasmaticos de las crias. Ademds, en el higado de las crias
provenientes del grupo DGS encontramos acumulacion de triglicéridos y alteraciones en los niveles
de ARN mensajero de genes involucrados en el catabolismo de lipidos como ACO y CPTI.
También detectamos mayor produccion de ON y mayores niveles de peroxidacion lipidica y
nitracion proteica en estos higados respecto de los higados de crias provenientes del grupo control.

Por otro lado, MRP2 y Nrf2, moléculas involucradas en la detoxificacion hepatica, se encontraron
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disminuidas en los higados de crias del grupo DGS. Por tltimo, observamos que los niveles de ARN
mensajero de ObRa se encontraron disminuidos en el higado de crias macho mientras que los de

ODbR total se encontraron aumentados en el higado de crias hembra y macho del grupo DGS.

Parte B: crias de 140 dias de edad.

Si bien no observamos un aumento de los niveles de triglicéridos plasmaticos en las crias del
grupo DGS, en sus higados observamos acumulacion de triglicéridos y alteraciones en los niveles de
ARN mensajero de genes involucrados en el catabolismo de lipidos como ACO y CPT1. También
detectamos mayor producciéon de ON, mayores niveles de peroxidacion lipidica y mayores niveles
de proteinas nitradas en los higados de crias del grupo DGS respecto de los higados de crias
provenientes del grupo control. Por otro lado, MRP2, MRP4 y Nrf2, moléculas involucradas en la
detoxificacion hepatica, se encontraron disminuidas, al igual que la actividad las enzimas hepaticas
fosfatasa alcalina y GOT, en los higados de crias del grupo DGS respecto del grupo control.
Observamos una disminucion de la expresion proteica de ObR en el higado de crias hembra y
macho debido a la dieta grasa materna. Por altimo, en las crias del grupo DGS observamos un
aumento en el indice HOMA que llega a ser significativo en las crias macho, evidenciando

resistencia a la insulina.

168



DISCUSION



Discusion

En este trabajo de Tesis hemos desarrollado un modelo de sobrepeso en ratas gestantes
mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas saturadas obtenida mediante el agregado de
manteca al alimento estandar. El objetivo de este tratamiento fue reproducir algunas de las
caracteristicas presentes en mujeres que quedan embarazadas con sobrepeso y obesidad con la
finalidad de estudiar alteraciones metabolicas inducidas durante la gestacion en estas patologias, asi
como las consecuencias de estas alteraciones sobre la salud metabdlica de la descendencia. Para
ello, se suministro6 una dieta con alto contenido de grasas saturadas que simula en gran parte la
oferta alimentaria a la que se exponen en la actualidad los humanos. Otras estrategias dietarias
disponibles que simulan los malos habitos alimenticios del humano en modelos experimentales son
las dietas de cafeteria ricas en glicidos, grasas y sodio, sin embargo, la variedad de sus componentes
dificulta el calculo del aporte de calorias, la reproducibilidad y agrega la variable del aumento de sal
dietario (Sampey y col. 2011, Reynolds y col. 20E&gimos utilizar entonces una dieta con un
27% de grasas saturadas que representa el 47% de aporte energético. De acuerdo al corto ciclo de
vida y tiempo reproductivo de los roedores, las dietas que inducen sobrepeso deben tener entre 30-
65% de contenido calérico proveniente de grasas. En nuestro modelo, el 47% de las calorias
provienen de la grasa, valor intermedio en comparacion al de otras dietas con exceso de grasas
utilizadas en roedores (Ghibaudi y col. 2002, Niculescu y Lupu 2009, Carpenter y col. 2013)
Mediante la administracion de esta dieta logramos un incremento de un 8% de peso de manera
previa a la gestacion, valor similar al observado en otros modelos con 40 y 45% de aporte caldrico
por parte de las grasas (Ghibaudi y col. 2002, Ferezou-Viala y col. 2007, Reynolds y col. 2015)
menor respecto al observado en roedores alimentados con dietas que contienen un 60% de grasas
como aporte caldrico (Niculescu y Lupu 2009, Liang y col. 2010, Carpenter y col. 2013)

En nuestro modelo de dieta con exceso de grasas saturadas registramos un consumo de
gramos de alimento similar al grupo control (alimentado con dieta estandard) de manera previa a la
gestacion y menor respecto del grupo control durante la gestacion. Sin embargo, los animales del
grupo DGS incorporan mas kilocalorias de manera previa y durante la gestacion debido a que el
alimento graso posee mas kilocalorias por gramo respecto del alimento estandar. En relacion a las
ratas control, las ratas del grupo DGS comienzan la prefiez con un mayor peso, y ganan mas peso
también durante la gestacion (12% de aumento respecto de las ratas control). Este aumento de peso
se deberia, por un lado, al exceso de calorias consumidas y a la posiblemente incrementada masa
grasa. Por otro lado, el mayor aumento de peso se registra en los tltimos dias de la gestacion, lo que
evidencia la contribucion del aumento de peso placentario y fetal observado en el grupo DGS al

aumento del peso materno.
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El modelo dietario presenta un ligero incremento de peso de manera previa y durante la
gestacion, caracteristica similar a la observada en gestantes humanas, por lo que podria proveer
conslusiones utiles para la comprension de las anomalias observadas en mujeres embarazadas con
sobrepeso y prevenir el impacto negativo sobre la salud de la descendencia.

La placenta es el 6rgano de intercambio materno-fetal. Alteraciones en su estructura o
funcién frente a cambios en el entorno intrauterino, como por ejemplo los generados por
alteraciones en la nutricion materna, afectan el transporte de nutrientes placentario y condicionan la
disponibilidad de nutrientes por parte del feto y en consecuencia su crecimiento y desarrollo (Diaz y
col. 2014, Dimasuay y col. 201@s llamativo que en mujeres obesas se observe un aumento del
porcentaje de neonatos tanto con alto como con bajo peso (Gaccioli y col. 2013, Deshmukh y col.
2016) La variedad de modelos experimentales disponibles reflejan estas diferencias. Existen
modelos experimentales de obsesidad que permiten explicar el menor peso de neonatos
estableciendo una asociaciéon el menor peso de los fetos provenientes de madres obesas y la
presencia de anomalias placentarias, que probablemente disminuyen el flujo de nutrientes al feto en
desarrollo (Hayes y col. 2012, Hayes y col. 201Bk manera diferente, en nuestro modelo de
sobrepeso encontramos macrosomia y placentomegalia. Estas caracteristicas se observan en
numerosos modelos de sobrepeso y obesidad tanto en humano como en modelos experimentales y se
encuentran asociadas a un incremento de los transportadores de nutrientes placentarios, lo que
podria inducir, junto con el incremento de sustratos metabolicos, la mayor afluencia de nutrientes al
feto en desarrollo (Jansson y col. 2013, Kim y col. 2014, Rosario y col. 2015, Rosario y col. 2016)

Las madres del grupo DGS presentan elevados niveles de insulina y normales niveles de
glucosa en circulacion respecto de las madres del grupo control, lo que sugiere resistencia a la
insulina, como lo estima el mayor valor de indice HOMA obtenido en el grupo DGS. La curva de
tolerancia a la glucosa normal en estos animales implicaria que los altos niveles de insulina
compensan la resistencia a la hormona y habilitan su normal accion. La resistencia a la insulina y la
presencia de elevados niveles de triglicéridos en circulacién son caracteristicas frecuentes en
gestantes con sobrepeso u obesidad (Marseglia y col. 2014)El aumento de lipidos incorporados
mediante la dieta con exceso de grasas saturadas, junto con la resistencia a la insulina (que
disminuye la incorporacion de lipidos en el tejido adiposo), conducirian a un aumento de
triglicéridos detectado en la circulacion de las madres del grupo DGS. En los fetos provenientes de
estas madres también encontramos mayores niveles de triglicéridos circulantes. Estos lipidos
provendrian principalmente de la circulacidén materna a través de un incrementado transporte
placentario, como se ha evidenciado en modelos similares (Zhu y col. 2010, Diaz y col. 2019)a

ausencia de acumulacion de lipidos en las placentas del grupo DGS sugiere que el exceso de lipidos
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en la circulacion materna no se estaria acumulando en la placenta sino que se transferiria hacia el
feto originando la hipertrigliceridemia y sustentando asi el sobre-crecimiento fetal.

En los fetos del grupo DGS encontramos elevados niveles de glucosa en circulacion en
presencia de altos niveles circulantes de insulina, de lo que se infiere que en estos animales la
insulina es incapaz de disminuir los niveles de glucosa hasta el rango de normalidad, evidenciada en
el mayor valor de indice fetal HOMA. La hiperglucemia fetal en ausencia de hiperglucemia materna
podria deberse a una mayor afluencia de glucosa desde la madre o al producto de la resistencia a la
insulina fetal, la cual resultaria en una disminucion de la incorporacion de glucosa en los 6rganos
fetales y de la inhibicon de la gluconeogénesis hepatica fetal (Guo 2014, Acosta y col. 20191
exceso de insulina en circulacion fetal podria deberse a una produccion pancreatica exacerbada de la
hormona como resultado de la accion de los altos niveles de glucosa. Estos resultados son similares
a los observados por Catalano y col., que muestran que en gestantes humanas con sobrepeso la
insulinemia materna y fetal se encuentra elevada, indicando resistencia a insulina en la madre y el
feto (Catalano y col. 2009)

En las placentas del grupo DGS encontramos mayores niveles de ARN mensajero del
receptor de insulina (RI), con un predominio de su isoforma corta (RIA). Esta isoforma desencadena
la totalidad de las funciones de la insulina, predomina en tejidos fetales y altamente proliferativos, y
se encuentra involucrada principalmente en la sefalizacién de procesos de proliferacion y de
sobrevida celular (frasca 1999). Se sabe que la insulina induce crecimiento placentario, de hecho se
cree que a término, es la insulina fetal la que induce este crecimiento (Fowden 2003, Hiden y col.
2009) Es por esto que sugerimos que el aumento del RIA estaria involucrado en el crecimiento
placentario mediado por la accion de los elevados niveles de insulina circulante en el grupo DGS, y
que tanto la hiperinsulinemia materna como fetal participarian de este efecto. El mayor tamafio
placentario del grupo DGS podria indicar que este o6rgano presenta una mayor superficie de
intercambio materno-fetal y probablemente un mayor nimero de transportadores de nutrientes, lo
cual se asocia con un mayor transporte placentario (Jansson y col. 2006Por otro lado, es conocida
la funcion de la insulina de incrementar el transporte de nutrientes placentario mediante la induccion
de la traslocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica y la estimulacion de la expresion y actividad
de GLUTI1 y de transportadores de aminoacidos (Acevedo y col. 2009Desvergne y col. 2006,
Rosario y col. 2016En un trabajo en colaboracion se ha observado activacion de la via de mTOR
en las placentas del grupo DGS (Gaccioli y col. 2013) Esto sugiere que la elevada insulina
circulante en este grupo incrementaria el transporte de aminoécidos y la sintesis de proteinas a través
de la activacion placentaria de mTOR, estimulando asi el crecimiento placentario y sustentando el

crecimiento fetal. Por otro lado, se ha reportado que la insulina incrementa la expresion de
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transportadores de acidos grasos, lo que se traduciria en un aumento en el transporte de lipidos al
feto en desarrollo (Magnusson-Olsson y col. 2006, Softic y col. 20M3s aun, en esta Tesis
observamos elevados niveles de ARN mensajero de LPL, resultado que también se encuentra en
concordancia con la hipertrigliceridemia fetal observada en el grupo DGS. En su conjunto, estos
resultados sugieren que el grupo DGS presentaria un incremento en el transporte placentario de
nutrientes, como se ha visto en otros modelos de obesidad/sobrepeso (Diaz y col. 2015, Rosario y
col. 2016)

En el grupo DGS encontramos un aumento del peso fetal, elevados niveles de triglicéridos
en circulacion materna y fetal, mayores niveles de ARN mensajero de LPL placentario y elevados
niveles de insulina materna y fetal, lo que sugiere un mayor transporte placentario de lipidos. Los
elevados niveles de insulina materna y fetal, en combinacion con un aumento del receptor de la
hormona, podrian estar involucrados en el incremento del peso placentario observado en este
grupo, gue a su vez aumentaria el area de intercambio y el nimero de transportadores favoreciendo
el transporte placentario de nutrientes.

Las placentas del grupo DGS mostraron mayor produccion de 6xido nitrico (ON) respecto de
las del grupo control. En la placenta, el ON participa del proceso de angiogénesis y posee efectos
vasodilatadores en la circulacion feto-placentaria (Myatt y col. 1991)lo que le confiere un rol clave
en la modulacion del flujo sanguineo y el intercambio materno-fetal. Es asi que el aumento de la
producciéon de ON en las placentas del grupo DGS podria contribuir al mayor transporte de
nutrientes hacia el feto. Sin embargo, no se puede descartar un efecto patologico del ON sobre la
placenta dado que una excesiva produccion de esta molécula puede asociarse a muerte celular,
toxicidad e inflamacién a través de la formacion de especies reactivas del oxigeno y peroxinitritos
(Halliwell 2007, Myatt 2010) A pesar de haber encontrado un incremento en la peroxidacion
lipidica en las placentas del grupo DGS, la eficiencia placentaria (calculada como peso fetal/peso
placentario) no se encuentra alterada, indicando que la capacidad de la placenta de sustentar el
desarrollo fetal no se encuentra comprometida, probablemente debido a un incremento del area de
intercambio y de transportadores, a lo que podria sumarse el efecto vasodilatador del ON, que
contribuiria al transporte de nutrientes feto-placentario.

La leptina es una hormona producida por los adipocitos en respuesta a la insulina y a las
reservas lipidicas, siendo sus niveles en circulacion, proporcionales a la masa grasa corporal y un
reflejo del estado de las reservas energéticas del organismo (Maffei y col. 1995) Ademas de los
adipocitos, existen numerosas fuentes productoras de leptina como la placenta, el higado, la mucosa
gastrica, la médula 6sea, el musculo esquelético y el hipotalamo entre otras (Hauguel-de Mouzon vy

col. 2006) Los niveles circulantes de leptina materna aumentan durante la gestacion y se mantienen
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elevados hasta el final de esta etapa, tanto en el humano como en la rata, y disminuyen abruptamente
luego del parto, lo que sugiere que la placenta es una importante fuente productora de leptina (Amico

y col. 1998 Hauguel-de Mouzon y col. 2008e ha evidenciado que los niveles de leptina en
plasma materno guardan relacion con los de cordon umbilical y éstos a su vez correlacionan con el
peso del neonato y con el peso de la placenta (Jakimiuk y col. 2003, Manderson y col. 2003}as
observaciones, en combinacion con evidencias que sugieren que la leptina regula positivamente el
transporte de aminoacidos y de acidos grasos placentarios indicarian que la leptina tendria un rol en

el crecimiento fetal (Henson y Castracane 2006n Versen-Hoynck y col. 2009, Mousiolis y col.
2012)

Los elevados niveles de la leptina del grupo DGS en circulacion materna y fetal podrian
inducir el crecimiento placentario y aumentar el transporte de nutrientes contribuyendo asi con el
sobrecrecimiento fetal.

La insulina regula positivamente la sintesis y secrecion de leptina adipocitaria y placentaria
(Havel 2000, Perez-Perez y col. 201Bgabajos previos en nuestro laboratorio encontraron menores
niveles de leptina en explantos placentarios de ratas y pacientes diabéticas con bajos niveles de
insulina (White y col. 2004, White y col. 200&)xn nuestro modelo de sobrepeso, que cursa con
hiperinsulinemia materna, observamos elevados niveles de leptina en circulacién materna y mayores
niveles de ARN mensajero de leptina en la placenta. De manera similar, otros trabajos muestran un
incremento de la leptinemia en modelos experimentales de obesidad y en humanos obesos (Maffei y
col. 1995, Scarpace y Zhang 200Z»mo hemos mencionado, dos fuentes importantes de leptina
son el tejido adiposo y la placenta (Havel 2000 Maymo y col. 2011)Por lo tanto, la induccién
adipocitaria de la produccion de leptina por los elevados niveles de insulina podria contribuir con los
elevados niveles de leptina en circulacion materna en el grupo DGS. Por otro lado, los elevados
niveles de ARN mensajero de leptina en las placentas del grupo DGS indicarian un aumento de la
produccion de la hormona que podria contribuir al incremento de los niveles en circulacion materna.
La hiperleptinemia también se observa en los fetos del grupo DGS. En el humano se encuentra
estudiada la contribucion de la leptina placentaria a la circulacion materna y fetal, observandose que
casi el total de la leptina placentaria es secretada hacia la circulacion materna y siendo minimo el
pasaje de la hormona a través de la placenta en condiciones fisioldgicas. Es asi que la principal
contribucion a la leptina en circulacion fetal se atribuye a la produccion adipocitaria del feto humano
(Hoggard y col. 2001)En la rata, este tema es controversial y se encuentra poco estudiado. Algunos
autores sugieren que la leptina materna podria ser transportada a través de la placenta hacia la
circulacion fetal mediante las isoformas cortas de su receptor (Smith y Waddell 2003, Wu y col.

2015) Ademas de la leptina proveniente de la placenta, otras fuentes de leptina contribuirian en
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mayor medida a los niveles de la hormona en circulacion fetal, como el tejido adiposo subcutaneo en
formacion y otros tejidos fetales (Hoggard y col. 1997, Muhlhausler y col. 2007, Qiao y col. 2012)
Si bien poco se conoce acerca de la contribucidon de la leptina por parte del higado fetal a la
circulacion, el incremento de los niveles de ARN mensajero de leptina encontrado en el higado de
fetos del grupo DGS sugiere una mayor produccion hepdtica de esta hormona que podria contribuir

a la hiperleptinemia observada en este grupo.

La hiperleptinemia materna observada en el grupo DGS podria deberse a la estimulacion
insulinica de la produccion de leptina placentagiaadipocitaria. Por otra parte, la produccién
placentaria y hepéatica fetal podria contribuir con la hiperleptinemia fetal observada.

Los receptores de leptina se encuentran en la placenta de humanos y roedores, revelando un
efecto paracrino/autocrino de la hormona (Hoggard y col. 1997, Margetic y col. 2002h isoforma
larga del receptor (ObRb) posee todas las secuencias necesarias para la transduccion de la sefial
completa, pudiendo desencadenar todos los efectos de la leptina tanto a nivel del sistema nervioso
central como en la periferia. Las isoformas cortas del receptor, dentro de las cuales ObRa es la mas
abundante y estudiada, se encuentran involucradas en la sefalizacion de la mayoria de las acciones
periféricas de la leptina (Murakami y col. 1997, Fruhbeck 200&n nuestro modelo localizamos al
receptor de leptina (ObR) en las tres zonas de la placenta de la rata: en la zona del laberinto, en la
zona union y en la decidua. Se ha demostrado que ObRb se expresa en la zona de unioén y en el
laberinto sin variacion en funcidn del dia gestacional. De manera diferente, la expresion de ObRa en
el laberinto aumenta hacia el final de la gestacion, lo que sugiere que esta isoforma estaria sujeta a
mecanismos de regulacion especificos durante la etapa gestacional (Smith y Waddell 2003Fn las
placentas del grupo de ratas alimentadas con la dieta con exceso de grasas saturadas observamos
menores niveles de ARN mensajero de ObRa, lo que sugiere que, dado que el receptor se encuentra
involucrado en la homeostasis energética, su expresion estaria modulada por el estado nutricional
materno y fetal. No observamos cambios en los niveles de ARN mensajero de ObRb entre los
grupos dietarios, lo que indicaria que su abundancia no se encontraria afectada por el estado
nutricional del animal. Por otro lado, no observamos cambios en los niveles proteicos y/o
localizacién de ObR placentario debido a la alimentacion materna con exceso de grasas saturadas, lo
que sugeriria que el potencial accionar de la hormona sobre la placenta no se encontraria afectado en
este grupo.

Con el objetivo de discernir entre los efectos de leptina materna y fetal sobre la placenta,
utilizamos un modelo de inyecciones intra-fetales de leptina, para ello, fetos de ratas control fueron
inyectados con leptina o con vehiculo los tres Ultimos dias de la gestacion. Las inyecciones con

leptina resultaron en un incremento de los niveles de la hormona en la circulacion fetal, siendo un
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abordaje experimental Util para simular la hiperleptinemia fetal presente en el grupo DGS de manera
independiente de otras variables que se encuentran también alteradas en este grupo (como por
ejemplo la hiperlipidemia materna). Las inyecciones intra-fetales con leptina produjeron un aumento
de los niveles de ARN mensajero de LPL en la placenta. Si bien es ampliamente conocida la
capacidad de leptina de modular la lipdlisis placentaria y se ha observado un aumento de la
actividad de lipasas modelos de obesidad, no se ha estudiado la asociacion entre estos eventos
(White y col. 2006, Dube y col. 2012uestros resultados sugieren que los elevados niveles de
leptina en circulacion fetal en el grupo DGS podrian inducir el incremento de los niveles de ARN
mensajero de LPL, contribuyendo asi con el incrementado transporte placentario de triglicéridos
propuesto en este grupo. El escaso conocimiento acerca del efecto de la leptina fetal sobre la
placenta nos condujo a estudiar también el rol de la leptina fetal sobre su propio receptor en este
organo. Encontramos que las inyecciones intra-fetales con leptina produjeron una disminucioén de
los niveles de ARN mensajero de ObRa en la placenta, mientras que no observamos cambios en los
de ObRD. De esta manera, el aumento de los niveles de ARN mensajero de LPL y la disminucion de
los de ObRa observados tanto en las placentas de los fetos inyectados con leptina, como en las del
grupo DGS, sugieren que la leptina fetal participaria en la modulacion de la expresion génica de
estas moléculas.

Enel grupo DGS, los altos niveles de leptina en circulacion fetal serian capaces de regular
la expresion génica placentaria de su propio receptor y de la lipoproteina lipasa, modulando
probablemente el propio accionar de la hormgrel transporte de lipidos placentario.

En la placenta del grupo DGS encontramos mayores niveles de ARN mensajero del
marcador de células endoteliales von Willebrand (vWF), lo que sugiere un aumento de la
angiogénesis. Se ha reportado la capacidad de la leptina de estimular la proliferacion de células
endoteliales (Park y col. 2001, Liapakis y col. 200&) que indicaria que la hiperleptinemia materna
y fetal del grupo DGS podria estar induciendo el incremento en los niveles de ARN mensajero de
vWF y consecuentemente de la angiogénesis placentaria. Mediante la administracion de inyecciones
intra-fetales de leptina evaluamos la probable participacion de la leptinemia fetal en los niveles de
este marcador. Encontramos que la administracion intra-fetal de leptina indujo un aumento de los
niveles de ARN mensajero de vVWF en la placenta, lo que podria indicar que la leptina fetal
participaria en esta regulacion y sustenta la idea de que la hiperleptinemia fetal del grupo DGS
estaria induciendo la proliferacion de células endoteliales placentarias. Por otro lado, en trabajos
previos del laboratorio hemos visto que en la placenta la leptina induce la produccion de ON,
mediador involucrado en la regulacion del tono vascular placentario (White y col. 2006)Ademas se

ha reportado que la leptina es moduladora de la presion sanguinea empleando como mediador al ON
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(Beltowski y col. 2002)Ademas, hemos observado que la leptina estimula a células endoteliales
placentarias humanas a formar tubos en dos dimensiones (en matrigel). Estos resultados en
combinacion con los conocidos efectos angiogénicos de esta hormona (Sierra-Honigmann y col.
1998) sugieren que los elevados niveles de leptina en el grupo DGS inducirian en la placenta un
aumento de la angiogénesis, proceso que acompanaria al mayor crecimiento, evitando la hipoxia,
incrementando el flujo sanguineo y contribuyendo con un mayor transporte placentario de
nutrientes. En otros trabajos se ha reportado una disminucion de células endoteliales placentarias
asociada a un menor tamafo y alteraciones en la vasculatura de la placenta, lo que se asocia a su vez
a deficiencia placentaria y restriccion del crecimiento uterino (Liang y col. 2010, Hayes y col. 2012)

La hiperleptinemia materna y fetal impactaria sobre la placenta aumentando el flujo
sanguineo y el transporte de nutrientes, contribuyendo asi al aumento de peso fetal observado en el
grupo DGS.

El higado almacena glucosa en forma de glucdgeno y es capaz de liberarla o incorporarla
contribuyendo a mantener la normoglucemia. Por otro lado, el higado incorpora lipidos circulantes,
que pueden ser oxidados o esterificados y empaquetados dentro de lipoproteinas, complejos
macromoleculares que se liberan a la circulacién y redistribuyen su contenido lipidico en los
diferentes tejidos del organismo (Desvergne y col. 2006fn condiciones de alta concentracion de
lipidos circulantes y resistencia a la insulina, se afecta el metabolismo de lipidos en el tejido
adiposo, lo que genera hiperlipidemia y una mayor incorporacion de lipidos hepatica. Dentro del
hepatocito, los acidos grasos (tanto los incorporados desde la circulacion como los que se forman a
partir del exceso de glucosa mediante la lipogénesis), son metabolizados mediante su esterificacion
u oxidacion, procesos que se encuentran incrementados como consecuencia de los mayores niveles
de acidos grasos disponibles (Bradbury 2006) En el higado fetal del grupo DGS se detecta una
sobreacumulacion de triglicéridos, la cual podria deberse a un aumento de los sustratos lipidicos en
circulacion fetal provenientes de la madre o a un desbalance entre la lipogénesis y la oxidacion
hepatica de 4cidos grasos. Asimismo, en el higado de fetos del grupo DGS se observa, junto con la
acumulacion de triglicéridos, una disminucion en los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1,
transcriptos que codifican para enzimas clave en la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal,
respectivamente, sugiriendo que la sobreacumulacion de triglicéridos podria deberse a una
disminucién de estas enzimas lipoliticas.

La leptina induce el catabolismo de lipidos en el tejido adiposo, el musculo y el higado
(Muoio y Lynis Dohm 2002, Wein y col. 200Z)ama la atencién que, a pesar de los elevados
niveles de leptina en circulacion fetal, el higado de los fetos del grupo DGS presente

sobreacumulacion de triglicéridos. Estudiamos los niveles de ARN mensajero de leptina y sus
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receptores en este érgano para conocer la produccion local de la hormona y su potencial accionar.
Como se ha mencionado, encontramos que la dieta materna con exceso de grasas saturadas induce
un aumento de los niveles de ARN mensajero de leptina en el higado fetal, sugiriendo una mayor
produccion de la hormona. En cuanto a los receptores de leptina, observamos un aumento de los
niveles de ARN mensajero de ObRb en los higados de fetos macho provenientes del grupo DGS y
un aumento de los niveles proteicos de ObR en los higados fetales hembra y macho del grupo DGS.
Un mayor nimero de receptores podria indicar un mayor accionar de la leptina, es decir que la
regulacion positiva de los niveles de ObR podria aumentar los efectos lipoliticos de la hormona en
un intento del higado de metabolizar el exceso de lipidos captados desde la circulacion. La leptina
induce el catabolismo de lipidos en parte a través de PPARa, factor de transcripcion que aumenta la
expresion de ACO y CPT1 (Lee y col. 2002)Encontramos que los higados provenientes del grupo
DGS presentan una disminucion de los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1 sin variaciones
en la expresion de PPARa. Otros autores han reportado anomalias en los niveles de ARN mensajero
de ACO y CPT1 sin variaciones en los niveles de PPARa en higados de fetos de modelos de
obesidad o de higado graso (Shankar y col. 2010)Estas observaciones sugieren que la leptina
podria tener un rol en la activacion de PPARa, mediante la cual induciria la transcripcion de ACO y
CPT1.

La disminucion de los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1 en el higado de fetos del
grupo DGS, en presencia de hiperleptinemia fetal y elevados niveles del receptor de esta hormona,
sugieren una resistencia a la leptina en este 6rgano.

Con el objetivo de estudiar los efectos de los altos niveles de leptina en el plasma fetal (de
manera sostenida y aislado del contexto de hiperlipidemia) sobre el higado fetal, utilizamos el
modelo de inyecciones intra-fetales de leptina en ratas control mencionado anteriormente.
Observamos que la leptina administrada de manera intra-fetal disminuyd los niveles de ARN
mensajero de ACO en el higado de fetos macho, resultado similar al observado en el higado de fetos
macho del grupo DGS. Como el grupo DGS vy las inyecciones con leptina comparten la condicion de
hiperleptinemia, creemos que ésta induciria la desensibilizacion de la senalizacion de leptina que
resultaria en la disminucién de ACO en el higado del grupo DGS. De manera similar, otros autores
observaron que la infusion con leptina desensibiliza la sefializacion de la hormona en el higado de
rata adulta (Benomar y col. 20058in embargo, otras anomalias observadas en el higado del grupo
DGS no pueden ser explicadas por la hiperleptinemia fetal aislada del contexto hiperlipidémico del
grupo DGS. La ausencia de modulacion de CPT1 por la administracion fetal de leptina podria
sugerir que la regulacion negativa de ACO y CPT1 obedecerian a diferentes causas en el higado de

los fetos del grupo DGS, y que CPT1 podria ser blanco de regulaciones nutricionales independientes
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de leptina. Una regulacion diferencial de leptina sobre ACO y CPT1 fue reportada también en otros
trabajos (Lee y col. 2002)

Por otro lado, encontramos que la inyeccion de leptina a fetos control indujo una
disminucién de los niveles de ARN mensajero de ObRa y un aumento de los de LPL en el higado
fetal. Estos resultados son similares a los observados en las placentas de los fetos control inyectados
con leptina, donde también observamos una disminucion de los niveles de mensajero de ObRa y un
aumento de los de LPL, como mencionamos anteriormente. Sin embargo, en el higado fetal del
grupo DGS no observamos la disminucion de los niveles de mensajero de ObRa ni el aumento de los
de LPL, atin en presencia de un ambiente hiperleptinémico, lo que vuelve a sugerir una resistencia
del higado fetal del grupo DGS al accionar de la leptina.

La ausencia de regulaciéon de ObRa y LPL en el higado fetal del grupo DGS a pesar del
ambiente hiperleptinémico, condicién similar a la recreada en los fetos control inyectados con
leptina, sugiere una falta de respuesta a la leptina.

Mucho se ha estudiado acerca de la resistencia hipotalamica a leptina en modelos
experimentales de obesidad (Ladyman y col. 2012)in embargo menos se conoce acerca de la
resistencia periférica a la hormona en esta patologia. Se ha observado resistencia hepatica a leptina
en un modelo experimental que desarrolla higado graso no alcohdlico y se ha encontrado falta de
sefalizacion a la leptina en higados de ratas inyectadas con leptina, como se menciond
anteriormente (Benomar y col. 2005, Vila y col. 200&)on el objetivo de indagar acerca de la
posible resistencia a la leptina en el higado fetal del grupo DGS, cultivamos los higados fetales de
este grupo y del control en presencia y en ausencia de leptina y estudiamos el efecto de la hormona
sobre algunos de sus genes blancos involucrados en el catabolismo de lipidos. La resistencia a la
leptina propuesta inicialmente en los higados del grupo DGS podria deberse a alteraciones en el
accionar de la hormona y/o a alteraciones en su biodisponibilidad, involucrando esta ultima opcion
anomalias en el receptor de leptina, en la leptina y/o en los niveles de proteinas que regulan su
biodisponibilidad como ObRe. Al cultivar los higados fetales del grupo control en presencia de
leptina observamos el cldsico efecto lipolitico de la hormona: una disminucién de los niveles
tisulares de lipidos y un aumento de los niveles de ARN mensajero de los genes codificantes para las
enzimas lipoliticas ACO y CPT1. En cambio, estos efectos no se observaron en los higados del
grupo DGS cultivados con leptina, lo que sugiere una resistencia a las acciones lipoliticas de la
hormona. No se observo modulacion de la expresion de PPARa por leptina en los higados del grupo
control ni del grupo DGS, lo que una vez mas sugiere que esta hormona induciria la transcripcion de
ACO y CPT1 a través de la modulacion de la actividad de PPARa. En los higados del grupo DGS

cultivados con leptina encontramos similares niveles del receptor de la hormona (respecto de los
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higados del grupo DGS cultivados en ausencia de leptina). Ademas la metodologia permite descartar
la influencia de factores solubles provenientes de la circulacion del grupo DGS, lo cual nos
permitiria inferir que la resistencia a la leptina observada en estos higados se deberia a alteraciones
en el accionar de la hormona y no a alteraciones en su biodisponibilidad.

El cultivo de higados fetales en presencia o ausencia de leptina evidencié una resistencia a
las acciones lipoliticas de leptina en los higados del grupo DGS.

La acumulacion de lipidos, probablemente debida a la resistencia a leptina, y su
consecuente lipotoxicidad en el higado de fetos del grupo DGS podria predisponer el
desencadenamiento de alteraciones metabdlicas en este 6rgano en la etapa posnatal.

Las crias de 21 dias de edad provenientes de madres alimentadas con la dieta con exceso de
grasas saturadas presentaron mayor peso corporal y hepatico respecto de las crias de ratas control.
Ademas, al igual que en los fetos del grupo DGS, encontramos en estos animales un aumento de la
trigliceridemia y una sobreacumulacion de lipidos hepatica. Cabe destacar, que la exposicion al
alimento con alto contenido graso se extiende hasta el destete, por lo que las crias de 21 dias de edad
del grupo DGS se encuetran expuestas al efecto del alimento con exceso de grasas saturadas desde
sus primeras etapas del desarrollo y hasta el dia de la eutanasia. De manera diferente, las crias de
140 dias de edad del grupo DGS presentan peso corporal, peso hepatico y pardmetros plasmaticos
similares a las crias de la misma edad provenientes de madres control. El cambio de alimentacién
hacia una dieta normograsa (control) luego del destete podria explicar la normalizacion del peso y
los niveles circulantes de lipidos. Sin embargo, las crias de 140 dias de edad del grupo DGS, al igual
que las de 21 dias de edad, presentaron sobreacumulacion lipidica hepatica, lo que sefiala el efecto
de programacion que posee la alimentacion materna sobre el metabolismo lipidico hepatico de la
cria adulta, aun cuando la cria no consume el alimento de alto contenido graso dietario desde la
finalizacion del destete. Otros trabajos presentan resultados similares restringiendo la exposicion a la
dieta con alto contenido graso a la gestacion y/o a la lactancia, lo que sefiala la alta susceptibilidad
del periodo intrauterino y posnatal temprano a la programacion de anomalias metabdlicas (Shankar
y col. 2008, Davenport y Cabrero 200De manera interesante, se ha observado que la exposicion
a dietas con alto contenido graso de manera posterior al destete induce alteraciones en el
metabolismo hepatico més severas en las crias que fueron expuestas a la dieta grasa durante el
desarrollo gestacional, lo que resalta el rol de la programacion de susceptibilidad al desarrollo de
higado graso en la adultez (Bayol y col. 2008)

Con el objetivo de encontrar las causas de la sobreacumulacion de triglicéridos observada en
el higado de las crias del grupo DGS analizamos los niveles de ARN mensajero de PPARa, ACO y
CPT1 en este tejido y encontramos una disminucion de ACO y CPT1 dependiente de la edad y el
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sexo de la cria. Esta disminucion de la enzimas lipoliticas se observa también en el higado de
madres y crias en otros modelos experimentales que presentan acumulacion lipidica hepatica
(Shankar y col. 2010, Jang y col. 2012, Bringhenti y col. 2015, Ornellas y col.. Zilfestro
modelo, los niveles hepaticos de PPARa no mostraron cambios en ninguna de las etapas del
desarrollo estudiadas. Como la expresion de CPT1 y ACO se encuentra regulada por la actividad de
PPARa (Pyper y col. 2010Q)a disminucion de ACO y CPT1 de manera independiente de los niveles
de ARN mensajero de PPARa indicaria una disminucion de la actividad de PPARa en el grupo
DGS, como se ha mencionado anteriormente .

Al igual que lo sugerido en el caso del higado fetal del grupo DGS, creemos que la
disminucién de la expresion de las enzimas lipoliticas ACO y CPT1 estaria involucrada en la
sobreacumulacion de triglicéridos hepética de las crias

La programacion de alteraciones en el metabolismo lipidico hepatico durante la etapa
intrauterina debido a la dieta materna con exceso de grasas saturadas, podria explicar las
anomalias en el catabolismo lipidico observadas en el higado de las crias del grupo DGS, en
particular las observadas en las crias adultas, que consumen una dieta normograsa desde el destete
hasta la eutanasia.

En cuanto a los receptores de leptina, en el higado de las crias de 21 dias de edad del grupo
DGS no encontramos diferencias en los niveles de ARN mensajero de ObRb y encontramos
menores niveles de ARN mensajero de ObRa. Al igual que lo observado en el higado de fetos del
grupo DGS, las crias de 21 dias de edad de este grupo dietario mostraron mayores niveles proteicos
de ODbR, lo cual podria ser el resultado de un efecto compensatorio al menor efecto lipolitico de la
leptina, como se menciond anteriormente. En el higado de las crias de 140 dias de edad del grupo
DGS observamos una normalizacion de los niveles de ARN mensajero de ObRa y ObRb, lo cual
podria relacionarse con la normalizacion de la trigliceridemia en estos animales. Sin embargo, se
observa una disminuciéon de los niveles proteicos de ObR, lo que podria indicar una
desensibilizacién del sistema y apunta a una modulacion diferencial de la expresion génica y
proteica de ObR por el estado nutricional.

La discrepancia entre ARN mensajero y proteina del receptor de leptina observada en los
higados de las diferentes edades gestacionales sugiere una regulacién postranscripcional
modulatoria de la vida media del ARN mensajero del receptor como asi también una regulacion
postraduccional modulatoria de la vida media de su proteina.

Se ha reportado que la sobreacumulacion lipidica y el exceso de 4acidos grasos no
esterificados genera un estado pro-inflamatorio y pro-oxidante en el higado. La produccion de las

ROS se incrementa por encima de los niveles fisiologicos en los higados que presentan
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sobreacumulacion lipidica. El exceso de acidos grasos saturados y sus derivados celulares inducen
lipotoxicidad mediada por estrés del reticulo endopldsmico, estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial, eventos que resultan en un aumento de ROS y por lo tanto en una mayor peroxidacion
lipidica (Fernandez-Sanchez y col. 2011, Mota y col. 20A6¢mas, como se ha mencionado, la
exacerbada produccién de ON induce acciones patoldgicas entre las cuales se encuentra la mayor
formaciéon de peroxinitritos, moléculas que oxidan y peroxidan lipidos y nitran proteinas
comprometiendo la funcionalidad de las moléculas modificadas (Roberts y Sindhu 20Q9)

En el higado fetal y de las crias del grupo DGS encontramos una mayor produccion de ON,
mayores niveles de peroxidacion lipidica y mayores niveles de proteinas nitradas, lo que indicaria
la presencia de un ambiente pro-oxidante, probablemente originado a consecuencia de la
sobreacumulacion lipidica hepatica.

El higado es el principal 6rgano de detoxificacion del organismo. En el proceso de
detoxificacion hepdtica intervienen numerosos transportadores encargados de incorporar los
metabolitos toxicos (tanto exobiodticos como endobiodticos) desde la sangre hacia dentro del
hepatocito para su metabolizacion y posterior eliminacion a través de la bilis o la sangre mediante
transportadores como las MRPs (transportadores asociados a resistencia a multidroga) (Klaassen y
Aleksunes 2010 os factores PPARa y Nrf2 inducen la transcripcion de las MRPs y de enzimas
antioxidantes (Klaassen y Slitt 2005, Ma 201%n el grupo DGS encontramos una disminucion de
los niveles de MRPs y Nrf2 dependiente de la edad y el sexo del feto/cria. Observamos menores
niveles de mensajero de MRP2 en el higado de fetos y crias; menores niveles de mensajero de
MRP4 en el higado de fetos y crias adultas; y menores niveles de mensajero de Nrf2 en el higado de
las crias.

Estos resultados sugieren que la alimentacion materna con exceso de grasas saturadas
programa la alteracién de los mecanismos de detoxificacion hepatica mediados por las MRP en el
higado de la cria, condicionando la capacidad de respuesta a elementos téxicos en la vida adulta de
la descendencia.

Cuando los mecanismos de detoxificacion y/o las defensas anti-oxidantes no pueden atenuar
el ambiente pro-oxidante y disminuir los incrementados metabolitos toxicos resultantes de la
lipotoxicidad, se compromete la funcion del higado (Brumbaugh y Friedman 201451 aumento de
enzimas celulares hepaticas en circulacion es un indicador de dafio celular y/o disfuncion hepatica
(Giannini y col. 2005)El incremento de la actividad de fosfatasa alcalina en el plasma de fetos
macho del grupo DGS y de la transaminasa glutamico oxalacética (GOT) en el plasma de crias
adultas del grupo DGS indicaria una disfuncion hepatica, si bien otros pardmetros necesitan ser

estudiados para comprobarlo.
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La regulacion del balance energético se encuentra influenciada por las hormonas esteroideas
sexuales gonadales (Mystkowski y Schwartz 2000, Kautzky-Willer y Handisurya 2@@9jorma
interesante, se ha observado que muchas de las funciones de PPARa, especialmente aquéllas
asociadas al metabolismo lipidico, se encuentran sujetas a una regulacion género-dependiente,
dentro de la cual el estrogeno posee un rol importante (Yoon 2010, Rando y Wahli 2018 ha
observado también que los heterodimeros de PPAR y de los receptores de estrogenos (RE) son
capaces de unirse a elementos de respuesta a estrogenos, y que PPAR y RE comparten co-factores,
lo que sugiere una interaccion entre las funciones de estos receptores (Keller y col. 1995
Tcherepanova y col. 2000, Zhu y col. 20040) este trabajo no observamos dimorfismo sexual en
los parametros o moléculas analizadas en las ratas control. Sin embargo, la exposicion a la dieta
materna con exceso de grasas saturadas induce respuestas sexo-dependientes en los niveles de ARN
mensajero de las enzimas del catabolismo de lipidos y las MRP asi como en la actividad de las
enzimas analizadas en plasma. Estos resultados sugieren que las diferencias género-dependientes
observadas podrian deberse por un lado a la diferente regulacion del balance energético en hembras
y machos debido a las diferentes concentraciones de hormonas esteroideas sexuales gonadales
presentes en estos animales. Por otro lado, este ambiente hormonal diferencial entre hembras y
machos podria inducir una regulacion diferencial sobre la actividad de PPARa, y en concecuencia
sobre la expresion de los genes blanco de este factor (como son las MRPs, ACO y CPT1). En los
ultimos afios se ha reportado que un desbalance nutricional y metabolico en la madre puede producir
modificaciones epigenéticas en los organos de la descendencia (Donohoe y Bultman 2012)
Trabajos recientes sugieren que los mecanismos epigenéticos se encuentran alterados en la placenta
y el higado fetal de gestantes obesas (Gallou-Kabani y col. 2010, Panchenko y col. 20¥6&jue
estas alteraciones son sexo-dependientes. Estas evidencias sugieren que las alteraciones encontradas
en respuesta al incremento de grasas saturadas en la dieta maderna, tanto en en la expresion génica
como en las diferencias sexo-dependientes, podrian deberse, en parte, a modificaciones epigenéticas

como producto del desbalance nutricional y metabodlico materno.

Este trabajo refleja la importancia de la nutricion materna en la salud metabdlica de la
descendencia. El entorno metabdlico materno impacta sobre la salud fetal programando
alteraciones en la descendencia que no solo alcanzan el metabolismo hepatico sino que alteran su
capacidad detoxificante. Se pone de relevancia el rol de la resistencia a la leptina junto con la
probable falta de accionar de PPA&Ren el desarrollo de la programacion de anomalias
metabodlicas en el higado de la descendencia de rata alimentada con una dieta hipergrasa. Es

notable que aun cuando las crias de 140 dias de edad no presentan valores elevados de peso
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corporal y de lipidos circulantes, muestran claras sefiales de alteraciones en el metabolismo y de un
ambiente pro-oxidante, sugiriendo que no son indicadores suficientes para el diagnéstico de
anomalias en el metabolismo de lipidos hepatico en el individuo adulto. Nuestro trabajo indica
también que los individuos que provienen de gestantes con sobrepeso son susceptibles a desarrollar
alteraciones en el metabolismo de lipidos hepatico aun si su alimentacion durante la vida posnatal
no es de alto contenido graso.

La alimentacién saludable de la madre se hace indispensable para la correcta
programacion de mecanismos metabodlicos que aseguren la salud de la descendencia. Surge la
necesidad de ampliar el conocimiento de los mecanismos metabdlicos alterados para el disefio de
una dieta que atende/anule las alteraciones metabdlicas inducidas por la programacion

intrauterina.
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Conclusion

En este estudio hemos evaluado el efecto del sobrepeso materno sobre algunos parametros de
la placenta y del metabolismo de lipidos en el higado fetal y la descendencia. Para ello establecimos
un modelo de sobrepeso materno mediante la alimentacion de ratas Wistar con una dieta rica en
grasas saturadas obtenida mediante el agregado de manteca al alimento estandar. El modelo dietario
presenta un ligero incremento de peso de manera previa y durante la gestacion, caracteristica similar
a la observada en gestantes humanas, lo que facilitaria el estudio de alteraciones metabdlicas
presentes en las ratas gestantes con sobrepeso y la extrapolacion de algunas conclusiones en el
humano.

Las ratas alimentadas con la dieta con exceso de grasas saturadas (grupo DGS) presentaron
un aumento de peso placentario y fetal y un aumento de los niveles de insulina en circulacion
materna y fetal asociados a un estado de resistencia a la hormona. Ademas, el grupo DGS presento
elevados niveles de triglicéridos en plasma materno y fetal y un aumento de los niveles de ARN
mensajero del receptor de insulina y de la lipoproteina lipasa (LPL) en la placenta. Los elevados
niveles de insulina materna y fetal, en combinacién con un aumento de su receptor, podrian estar
involucrados en el incremento del peso placentario, que podria indicar un aumento del area de
intercambio y del nimero de transportadores favoreciendo el transporte placentario de nutrientes. El
mayor peso fetal, junto a la hipertrigliceridemia materna y también fetal y los elevados niveles de
ARN mensajero de LPL en la placenta también sugieren un incremento en transporte placentario de
lipidos. Ademas, el incremento en los niveles de 6xido nitrico placentario podria aumentar el flujo
sanguineo, contribuyendo asi al intercambio materno-fetal que sustentaria el sobrecrecimiento fetal
observado en el grupo DGS. En concordancia con estas conclusiones, no se observan alteraciones en
la eficiencia placentaria en el grupo DGS, lo que indica que la capacidad de la placenta de sustentar
el desarrollo fetal no se encuentra comprometida. En resumen, nuestros resultados sugieren que la
placenta del grupo DGS presenta un incremento en la transferencia de nutrientes al feto en
desarrollo, en especial lipidos, que sustentarian un mayor crecimiento fetal.

El grupo DGS presento6 elevados niveles de leptina en circulacion materna y fetal asi como
elevados niveles del marcador de células endoteliales vVWF. La hiperleptinemia fetal del grupo DGS
podria explicarse por un incremento en los niveles de ARN mensajero placentario y del higado fetal,
que con su produccion contribuirian con los elevados niveles en circulacion. Trabajos previos
sefialan la capacidad de leptina de inducir la produccion de 6xido nitrico placentario, y hemos
evidenciado la capacidad de leptina de inducir la formacién en tubos en células endoteliales
placentarias. Todas estas evidencias y resultados sugieren que el incremento de leptina en el grupo
DGS podria inducir un aumento de la angiogénesis placentaria, quizds mediada por 6xido nitrico,

proceso que acompafiaria al mayor crecimiento placentario aumentando el tono vascular y
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contribuiria al aumento de la transferencia de nutrientes hacia el feto, sustentando asi su
sobrecrecimiento.

Las inyecciones intra-fetales de leptina evidenciaron que la leptina fetal inducirian un
aumento de los niveles de ARN mensajero de LPL y una disminucion de los de ObRa en las
placentas, resultado también observado en las placentas del grupo DGS al compararlas con las del
grupo control, lo que sugiere que los altos niveles de leptina en circulacion fetal en el grupo DGS
estarian regulando la expresion génica de su propio receptor y de la lipasa, modulando
probablemente el propio accionar de la hormona y el transporte de lipidos placentario. Las
inyecciones intra-fetales de leptina a fetos control indujeron también una disminucion de los niveles
de ARN mensajero de ObRa y un aumento de los niveles de ARN mensajero de LPL en el higado
fetal. Sin embargo, en el higado fetal del grupo DGS, el cual se encuentra inmerso en un ambiente
hiperleptinemico, no observamos variaciones en los niveles de ARN mensajero de ObRa o LPL, lo
que sugiere una falta de respuesta del higado a la leptina.

El incremento de grasas saturadas en la dieta materna produjo una sobreacumulacion de
lipidos en el higado fetal. Conociendo que la leptina induce el catabolismo de lipidos en el higado, la
disminucion de los niveles de ARN mensajero de ACO y CPT1 en el higado del grupo DGS en
presencia de hiperleptinemia fetal y elevados niveles del receptor de la hormona vuelve a sugerir
una resistencia a la leptina en este 6rgano.

El cultivo de explantos de higados fetales del grupo control en presencia de leptina evidencio
el clasico efecto lipolitico de la hormona: una disminucién de los niveles tisulares de lipidos y un
aumento de la transcripcion de los genes codificantes para las enzimas lipoliticas ACO y CPT1. En
cambio, estos efectos no se observaron en los higados del grupo DGS cultivados con leptina, lo que
afiade una evidencia mas que sugiere una resistencia a las acciones lipoliticas de leptina en los
higados de fetos del grupo DGS.

La sobreacumulacion hepatica de lipidos se observa también en las crias del grupo DGS. Al
igual que lo sugerido en el caso del higado fetal del grupo DGS, creemos que la disminucién de la
expresion de las enzimas lipoliticas ACO y CPT1 detectada en el higado de las crias estaria
involucrada en la sobreacumulaciéon de triglicéridos en este o6rgano. Como se conoce que la
expresion de CPT1 y ACO se encuentra regulada por la actividad de PPARa, la disminucion de
ACO y CPTI1 de manera independiente de los niveles de PPARa en los higados de fetos y crias
podria indicar una disminucion de la actividad de PPARa en el grupo DGS.

La programacion de alteraciones en el metabolismo lipidico hepatico durante la etapa
intrauterina debido a la dieta materna con exceso de grasas saturadas, podria explicar las anomalias

en el catabolismo lipidico observadas en el higado de las crias del grupo DGS, en particular las
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observadas en las crias adultas, que consumen una dieta normograsa desde el destete hasta la
eutanasia.

Los elevados niveles de ON, peroxidacion lipidica y proteinas nitradas, indicarian la
presencia de un ambiente pro-oxidante, probablemente originado como consecuencia de la
sobreacumulacion lipidica hepatica observada en el grupo DGS. Ademas, la disminucion de los
niveles de MRPs y Nrf2 sugiere que los higados del grupo DGS presentan alteraciones en los
mecanismos de detoxificacion y en la capacidad de defensa antioxidante, probablemente debido a la
lipotoxicidad inducida por las anomalias del metabolismo lipidico que se inducen durante la vida
intrauterina y persisten en las crias jovenes y adultas de las madres alimentadas con un exceso de

grasas saturadas.

En este trabajo hemos evidenciado anomalias placentarias y hepéticas en la descendencia
de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas saturadas. Es notable que las crias adultas no
presenten incremento de peso o hiperlipidemia y escasas alteraciones en los niveles de enzimas
hepéticas en circulacion y aun asi su higado presente alteraciones que podrian comprometer su
funcién. La programacién de estas alteraciones se evidencia en las crias adultas a pesar de
mantener una alimentacion normograsa lo que pone de relevancia la programacion de la
susceptibilidad al desarrollo de patologias metabdlicas del modelo utilizado. Cabe sefialar que a
partir del conocimiento de los mecanismos involucrados en las vias metabdlicas que se encuentran
alteradas en este modelo de sobrepeso, se podrian planificar estrategias para evitar o mejorar las

complicaciones en la salud metabdlica asociadas al sobrepeso y la obesidad.
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