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RESUMEN

Antecedentes

El crecimiento normal del feto es un proceso ordenado y secuencial que implica una
interaccién continua de reguladores genéticos que se ve constantemente modificado por
los factores del entorno, en donde, estimulos in Utero establecen una respuesta
permanente en el feto lo cual conduce a una ulterior potenciacion y susceptibilidad al
desarrollo de enfermedades cronico degenerativas complejas. Los roedores alimentados
con dietas ricas en grasas durante la gestacion y lactancia desarrollan un fenotipo muy
similar al sindrome metabdlico en el humano en la progenie con una marcada
disminucion hipotalamica en la sensibilidad a la leptina. El transportador de membrana
ABCx; media el transporte de lipidos a través de la membrana celular en un proceso
dependiente de ATP que remueve el exceso de colesterol citosolico y lo fija a la
molécula de HDL naciente para su transporte reverso. El transportador ABCa; tiene
funcion tejido especifico dependiente con influencia a susceptibilidad a distintas
patologias relacionadas con el metabolismo de lipidos. Animales, sometidos a dietas
altas en grasa, manifiestan un deterioro progresivo de la funcion secretora de la célula 8
pancredtica acompariada con una marcada resistencia a la accion de la insulina.

Justificacion

Existen pocos datos que expliquen el mecanismo mediante el cual el transportador
de membrana ABCa; esta directamente involucrado con la liberacion de insulina y la
homeostasis de la glucosa, de tal manera que una dieta hipercaldrica alta en lipidos
como programador fetal del desarrollo durante gestacion y lactancia en animales de
experimentacion, ofrece una perspectiva mucho méas amplia del papel de transportador
ABCa; en la liberacion de insulina por parte de la célula p pancreética.

Hipétesis

Una dieta hipercal6rica con un alto contenido en lipidos, como factor programador
del desarrollo durante la gestacion y la lactancia, inducira una alteracién en la expresion
pancredtica del gen ABCa; con cambios significativos en la concentracion plasmatica de
insulina.

Objetivos

General: evaluar la expresion genica de ABCa; en tejido pancredtico durante la
lactancia en el modelo de rata obesa.

Especificos
» Determinar la expresién de ABCa; a dia 10 y 20 durante la lactancia.

» Asociar patrones de expresion de ABCa; con la concentracion de insulina
circulante.



Material y Métodos

Se trabajo con hembras adultas de la cepa Hsd: Sprague Dawley®™ SD®™ entre

90-110 dias de edad al momento de la monta y machos adultos de caracteristicas
similares, alojados bajo condiciones controladas de humedad y temperatura con ciclos
luz/oscuridad de 12 horas teniendo acceso a agua y a las dietas, control y alta en grasa
durante gestacion—lactancia, ad libitum. El estudio esta orientado a los crios machos en
lo que respecta a su caracterizacion molecular y metabdlica en donde, la obtencién de
tejidos y sangre se hace previa decapitacion con un ayuno tanto para crios como madres
de 4 horas con un perfil de estudio seleccionado que consto de: glucosa, colesterol,
triglicéridos, insulina y leptina a mas de la evaluacion genético molecular por tiempo
real.

Resultados

La alimentacion grasa constante durante gestacion—lactancia aumenta la expresion
pancreatica de ABCa; en los crios a lo largo de la lactancia mientras que la transicion
desde o hacia el alimento graso la disminuye presentando un incremento ante la
supresion de este esquema nutricional. La asociacion entre los patrones de expresion de
ABCa; Y la concentracion de insulina circulantes no son significativas sugiriéndose
replicar, ajustar y ampliar el estudio a fin de aumentar la resolucion estadistica del
ensayo coadyuvado a un estudio de co—localizacion intracelular de insulina sobre célula
By la dosificacion protéica del transportador por inmunoblot en tejido pancreético. La
alimentacion materna con grasa durante lactancia induce en un mayor desarrollo de los
crios detectable en base a sus diferencias morfométricas a los dias 10 y 20 en donde la
transicion graso—control en gestacion—lactancia retrasa este proceso al compararlo con
su grupo control a los intervalos dados. La alimentacion materna en base grasa
condiciona a un incremento de las variables bioquimicas en estudio aumentando la
concentracion de insulina circulante en los crios asi como un incremento en los valores
de leptina hacia el término de la lactancia.

Conclusiones

» La expresion pancreatica de ABCa; en los crios a lo largo de la lactancia
aumenta bajo un régimen nutricional constante con base grasa durante
gestacion—lactancia.

* La transicion desde o hacia el alimento graso durante gestacion-lactancia

disminuye la expresion pancreatica de ABCai en los crios a lo largo de la
lactancia con recuperacion ante la suspension de este esquema nutricional.

» El establecimiento metabolico autbnomo en la progenie se establece al final de
la lactancia en donde la alimentacion materna en base grasa condiciona a un
incremento de las variables bioquimicas en estudio.

» Existe una correlacion entre el incremento en la expresion del gen ABCa; y un
aumento en los valores circulantes cuantificados para insulina, sin embargo esta
no es robusta probablemente debido a las limitantes del modelo o al reducido
namero de datos.



INTRODUCCION

PROGRAMACION DEL DESARROLLO Y MEDIOAMBIENTE
INTRAUTERINO

Las enfermedades en la edad adulta estan asociadas con patrones de crecimiento en
etapas tempranas de la vida, implicando la alimentacion en este estadio como un patrén
relevante (1) en donde el ambiente intrauterino de la madre actia como una poderosa
condicionante del desarrollo fetal (2).

El crecimiento normal del feto es un proceso ordenado y secuencial de divisiones y
movimientos de las células, producto de una interaccion continua y variable de
reguladores genéticos que son constantemente modificados por los factores del entorno
(2) por lo que procesos que son un estimulo in Utero establecen una respuesta
permanente en el feto, lo cual conduce a una ulterior potenciacion y sensibilidad a las
enfermedades (3).

Cada cria esta preestablecida a maximizar su propio bienestar, lo cual, durante
etapas tempranas de la vida esta concomitantemente relacionado con el medio ambiente
intrauterino, por lo que se considera el embarazo y la lactancia como nidos metabdlicos
dependientes de la funcion placentaria, asi como del control metabdlico de la madre (1).

En el proceso de adaptacion, el término “Nido” refiriere al lugar fisico en el
ambiente, condiciones caracteristicas del habitat (1), asi como factores nutricionales y
hormonales que son determinantes del crecimiento y desarrollo fetal dependientes de
los nutrientes y oxigeno aportados por la madre (4), es por ello que la alimentacion
materna, la ingesta de calorias y cada funcion metabdlica tienen un papel importante
que desempefiar en la programacion metabdlica y bioquimica fetal (5-7).

El proceso de adaptacion se halla supeditado a una serie de variantes entre las que
se remarcan las de orden genético y ambiental, asi la adaptacion génica de los
organismos vivos se da en funcion al medio ambiente generando una modificacién de su
fenotipo. A este concepto se lo conoce como ““Plasticidad del Desarrollo™ (1).

Por otra parte, la capacidad de los padres para inducir efectos medio ambientales en
sus crias es de notable relevancia. Lacey (1998) distinguid tres clases de efectos
medioambientales promovidos por los padres (1):

1. El fenotipo de los progenitores no puede afectar al fenotipo de las crias.
2. El fenotipo del progenitor puede transmitirse directamente a la descendencia.
3. El fenotipo del progenitor puede transmitirse indirectamente a la descendencia.



Estudios experimentales en animales de laboratorio con dietas ricas en grasas pero
con una concentracion normal de carbohidratos, develan que estos mantienen una
ingesta similar comparada con sus controles pero derivan en una mayor ingesta calérica
proporcionada por la grasa (8, 9) , por lo cual protocolos nutricionales bajo este
esquema nutricional durante la gestacion y la lactancia de roedores resultan en un
fenotipo muy similar al sindrome metabolico en el humano en la progenie animal con
una marcada disminucion hipotalamica a la sensibilidad de la leptina (10, 11).

De manera similar, ratas alimentadas bajo estas condiciones desde y durante el
periodo posnatal desarrollan indices similares al sindrome metabolico en edad adulta
como es aumento en su peso corporal, valores plasméaticos de glucosa, lipidos e
insulina, asi como una marcada resistencia a la misma y alteraciones en el metabolismo
lipidico y un considerable incremento en la presién sanguinea sistdlica (12-14).

Estudios nutricionales en ratas de la cepa Hsd: Sprague Dawley®™ sp®™
relacionan el consumo de una dieta rica en lipidos durante la gestacién y la lactancia
con una disminucion de la capacidad reproductiva asi como una disminucion en la
expresion pancreatica de genes como el homeobox pancreatico duodenal 1 [Pdx-1],
transportador de glucosa 2 [Glut2] y el de la glucocinasa [GK] con efecto sobre el peso
corporal, glucosa circulante y concentracion de insulina en las crias al destete (14-16).

SINDROME METABOLICO

Es una entidad clinica controvertida que aparece con amplias variaciones fenotipicas
en personas con una predisposicién enddgena la cual es determinada genéticamente y
condicionada por factores ambientales (17).

El sindrome metabolico esta caracterizado por insulinoresistencia e hiperinsulinemia
compensadora, asociado a trastornos en el metabolismo de carbohidratos, hipertension,
dislipidemias (hipertrigliceridemia, descenso del HDL-C, aumento del LDL-C,
aumento de &cidos grasos libres y lipemia postprandial) y obesidad (17).

DIABETES MELLITUS TIPO 2

Se la puede definir como la inhabilidad endocrina del pancreas para secretar insulina
suficiente para abastecer el aumento en la demanda metabdlica resultante de la
resistencia a la insulina que esta asociada con obesidad y envejecimiento (17, 18).

Clinicamente la “Resistencia a la Insulina” se define como la incompetencia de una
determinada concentracion de insulina para conseguir el control de la glucosa
sanguinea. Es una anormalidad celular compleja que implica fundamentalmente al
tejido adiposo, al higado y al masculo esquelético (17).



Ademas de la susceptibilidad genética, se precisa de los siguientes factores de riesgo

a7:
1. Obesidad central o abdominal.
2. Sedentarismo.
3. Dieta hipercal6rica rica en grasas y carbohidratos.
4. Tabaquismo.
5. Otros.
OBEsIDAD

El vertiginoso aumento en la obesidad en los ultimos afios es consecuencia de
cambios medio ambientales que han generado una abundancia de alimentos y un estilo
de vida sedentario lo cual favorece una acelerada ganancia de peso asi como la
alteracion en procesos fisiologicos y metabdlicos innatos en donde la regulacion en el
balance de energia radica (19). ComUnmente, la obesidad aparece en individuos quienes
presentan un grupo de genes en donde, cada uno de los cuales crea solamente una menor
tendencia a la generacion de energia pero estos efectos combinados, pueden conducir a
una ganancia de peso en condiciones medioambientales adecuadas (19).

Conductores
Sociales y
Ambientales

Fisiologia
f y Obesidad
Metabolismo

Efectos
del
Genotipo

Efectos
del
Fenotipo

Fig. 1.0. Interaccion multifactorial en el desarrollo de obesidad (19).

Existen una serie de factores relacionados con la obesidad (Figura. 1.0.) entre los
cuales destacan (19):

1.

Factores genéticos: muchos de ellos discretos enmarcando la obesidad como
sintoma cardinal de una etiologia clara con herencia Mendeliana, vinculados a
desordenes alimenticios de asociacion familiar que infiere mutaciones en genes
que forman parte del mapa genético de la obesidad estudiados en raton y
humano (19).



2. Factores metabdlicos: asociados a un fondo genético caracteristico, asi como a
un periodo de exposicion nutricional y a la actividad fisica, lo cual genera un
metabolismo que podria ser mas 0 menos susceptible a la influencia obesogénica
del estilo de vida moderno, aunado a factores intrinsecos propios del individuo
como metabolismo lento, alteraciones en la seleccion de energia, alteraciones en
el control del apetito e hipercelularidad del tejido adiposo (19).

3. Factores comportamentales y medioambientales: existe evidencia aplastante
que la obesidad moderna es una epidemia causada por cambios en el estilo de
vida, es por ello, que efectos en la programacion del desarrollo que operen bajo
estas nuevas condiciones, pueden presentar interacciones complejas entre el
fenotipo/medioambiente. Por otra parte la actividad fisica es un modulador
poderoso del sindrome metabdlico (19).

4. Exceso de tejido adiposo: existe una asociacion entre el exceso de tejido
adiposo y el sindrome metabdlico esencialmente en la sensibilidad a la insulina a
través del Ciclo de Randall, en el cual la resistencia a la insulina es causada por
la competencia por la utilizacion de la glucosa mediada por la liberacion de altas
concentraciones de acidos grasos del tejido adiposo (19).

TRANSPORTADORES DE MEMBRANA

Son proteinas que disminuyen la
energia de activacion para el
transporte de iones y moléculas
pequefias a través de una membrana
con gran especificidad en un proceso
que recibe el nombre de difusion
facilitada o transporte activo segln
si el mecanismo depende o no del
consumo de energia para su inicio
(Figura. 1.1.). Estas proteinas de
membrana, aceleran el movimiento
de un soluto a través de la misma
con una cinética de transporte del
soluto similar a la cinética enzimética pero sin que este sufra alguna transformacion
durante dicho proceso (20). Los transportadores de membrana se clasifican (Tabla. 1.0.)
en superfamilias de acuerdo a su estructura (20).

Fig. 1.1. Mecanismos de transporte membranal (21).

TRANSPORTADORES ABC
Constituyen una gran familia de transportadores dependientes de ATP que bombean
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Tabla. 1.0. Clasificacion de los sistemas transportadores (CT) (20).

1.A. Canales tipo hélice a

1AL Superfamilia VIC de canales ionicos dependientes del voltaje
Canales de K7 dependientes del voltaje
1.A3. Canal de rianodina/TP; receptor de Cal™
1AE Familia mayor de proteinas intrinsecas
Acuaponnas
1.AD Canales ionicos igando dependientes de receptores a neurctransmisores (LIC)

Canalreceptor de acetilcolina
1.B. Porinas tipo barril i

1.B.1. Familia general de las ponnas bactedanas (GEF)
1.C. Toxinas Formadoras de Poro
1.CT. Familia de las toxinas diftéricas
1.C.18. Familia de las mellitinas
2 A. Portadores: uniportadores, simportadores y antiportadores
A1 Familia mayor de facilitadores (MFS)
Transportadores de lactosa/penmeasa de E. Coli
2A11. Familia de portadores de glucosa
GLUTI: transportador de glucosa en entrocito
2A19 Pi—H™ simporter
A1 Familia ATP-ADP antiporter (AAA)
2A13 Familia de captura de Ci—dicarboxilato (Deu)
A2 Familia de simporter soluto—INa™ (S55)
Na™-glucosa simporter en celulas epiteliales
2ATS Transportadores de HCO5-

Antiporter HCO;—Cl
2.B. Portadores de sintesis no-ribosomal
IE.1. Familia de acamreadores de valinomicina
Valinomicina
3.A. Transportadores conducidos por la hidrélisis de una unién difosfato (usa PPjno ATP)

JAL Superfanmlia de casete de union al ATP

JAZ Superfamilia ATPasaH™ — o Na™Translocasa Tipo-F, Tipo—V, Tipo—A
F;F; ATPaza Bomba de Protones; V; V] ATPaza; A, A) ATPaza

A3 Superfamilia ATPasa Tipo-P

Antiporter ATPasa Na*K™; bomba SERCA Cal*

aminoacidos, péptidos, proteinas, iones metalicos, lipidos varios, sales biliares y
muchos compuestos hidrofébicos incluyendo drogas a través de las membranas
celulares, el més conocido de ellos es el transportador multidrogas (MDR1) que €S
responsable del transporte efectivo de drogas antitumorales (20). La mayoria de ellos
actuan como bombas dependientes de ATP, cuya hidrolisis, los cierra teniendo a la vez
una alta especificidad por su sustrato (20, 22).

El genoma humano contiene por lo menos 49 genes que codifican para
transportadores ABC muchos de los cuales estan involucrados en el mantenimiento de
la bicapa lipidica y en el transporte de esteroles, derivados del colesterol y acidos grasos
por todo el cuerpo (20). Los transportadores de esta familia tienen una actividad flipasa,
es decir, mueven a sus sustratos a través de la bicapa de la membrana lipidica de un lado
a otro, integrando de esta manera parte de la maquinaria celular de intercambio de
colesterol, fosfolipidos y é&cidos grasos (24). Todos los transportadores ABC,
constituidos por dos dominios de unién a nucledtidos (NBDs) y dos dominios
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transmembranales (Figura. 1.2.), se localizan generalmente en la membrana celular aun
cuando se los ha encontrado en la membrana de reticulo endoplasmico, mitocondria y
lisosomas (20, 22).

Membrana celular

Citoplasma

Citoplasma
Fig. 1.2. Estructura transportadores de la familia ABC (23).

TRANSPORTADOR ABCy;

El transportador casete de unién al ATP o ABCay por sus siglas en inglés, es un
transportador de membrana que regula el eflujo del colesterol intracelular asistiendo en
su union a las apolipoproteinas A; durante la maduracion del HDL-C (24, 25).

BASES MOLECULARES DE ABCa

Para ABCa; en Rattus norvegicus se dispone de la siguiente informacion (26-28):

Nombre: ATP-binding cassette, subfamily A (ABCa1), member 1.

Tipo de Gen: Codifica para proteina transportadora de membrana (29).

Localizacion: 5q.24 (30).

Estructura: Conformado por 50 exones con un tamafio de 149 Kpb.

MRNA: Transcrito de 6,783 b.

Proteina: Estructurada por 2,261 residuos (31).

Expresion: En la mayoria de tejido y de manera primaria en pancreas, muasculo, tejido
adiposo, higado, intestino y macrofagos.

Membrana celular

Citoplasma

Fig. 1.3. Estructura del transportador ABC,; (32).



El transportador ABCa; tiene dos estructuras integrales cada una con un dominio
transmembranal constituido por seis hélices y un NBD en los cuales se observa dos
motivos peptidicos conservados conocidos como Walker A y B presentes en muchas
proteinas dependientes de ATP, en donde Walker C representa la firma particular de los
miembros de esta familia de transportadores (Figura. 1.3.). Ademas, ABCa; tiene su grupo
amino terminal orientado al citosol y dos giros extracelulares altamente glicosilados
unidos por una o mas cisteinas (24, 29, 32).

La familia ABC esta constituida por 13 subclases (ABCa—ABCg), mutaciones en
algunos miembros de esta familia se han asociado con una gran variedad de
enfermedades mayoritariamente vinculadas con el metabolismo de lipidos y
lipoproteinas por lo que en numerosas investigaciones en cultivos celulares y animales
de experimentacion se ha caracterizado ampliamente al representante »; de esta familia
y se demuestra como el mayor determinante de los valores plasmaticos de HDL-C y un
potente factor ateroprotector a ser considerado como blanco terapéutico en el disefio de
drogas para el aclaramiento de colesterol en macrofagos arteriales y en la prevencion de
eventos cerebrovasculares (24).

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ABCa1

El transportador ABCa; media el transferencia de diversos tipos de moléculas tales
como colesterol, fosfolipidos y otras moléculas lipofilicas tales como a-tocoferol, apoE
e interleucina-14 a través de la membrana celular en un proceso dependiente de ATP;
en donde remueve el colesterol citosélico que de otra manera se acumula en forma de
gotas de colesterol esterificado (24).

Se han propuesto dos
modelos funcionales para
este transportador (Figura.
1.4) en el cual la
exocitosis implica que el
exceso de colesterol se
empaca en vesiculas
transportadoras
probablemente en el
aparato de Golgi, las
cuales, son translocadas a
dominios membranales
que contienen al
transportador  ABCja;, sustentdndose este modelo con estudios que muestran la
induccién de ABCa; en ausencia de apolipoproteinas que llevan a un incremento en la
aparicion de colesterol en la superficie celular. ElI segundo modelo, retroendocitosis,
sugiere que vesiculas que contiene ABCai—apolipoproteinas son acarreadas a depositos
lipidicos intracelulares en donde ABCa; bombea lipidos al lumen vesicular cuya
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liberacion citoplasmatica esta mediada por endocitosis. Estudios que apoyan este
mecanismo muestran que el transportador recicla rapidamente entre la membrana
plasmética y compartimentos endosémico/lisosomal tardio, en los cuales, se acumula
colesterol en aquellas células ABCa;—disfuncionales, en donde el contenido vesicular
esta conformado también por fosfolipidos cuyos niveles disminuyen. Adn no se
conocen completamente las bases mecanicas de este proceso, sin embargo, tal modelo
representa una via dominante del eflujo lipidico ABCa;—dependiente (24, 29).

Las apolipoproteinas a1 (presentes en un 70% en la fraccion HDL-C) interactian de
manera selectiva con la parte externa de ABCa; la cual reconoce repeticiones de 11-22
residuos que por sus caracteristicas hidrofobicas se arreglan estructuralmente de manera
lineal en una hélice o anfipéatica a lo largo de una de sus caras, dando la pauta para que
ABCy; lo registre, coordine y regule el eflujo de colesterol intracelular fijandolo de esta
manera a moléculas de apolipoproteina a1 contenidas en la macromolécula de HDL-C,
siendo entonces el paso regulatorio en el proceso de maduracién de dicha
macromolécula regulando de esta manera el trafico de sustratos con saturabilidad
dependiente del sustrato y una gran afinidad (Kq < 10”7 M) por el mismo (24).

Por otra parte, este transportador se encarga del transporte reverso de colesterol,
considerando que la principal funcion de las HDL es transportar el colesterol desde las
células de tejidos periféricos al higado para su eliminacion en la bilis, reafirmando el
efecto cardio—protector de este exportador celular de colesterol (33).

Se han  propuesto
diferentes teorias acerca de
la translocacion lipidica
mediada por ABCa;, en
donde la maés aceptada
(Figura. 1.5.) refiere a que
un exceso de colesterol
celular y fosfolipidos se
acumula en  vesiculas
citosolicas inaccesibles a
las apolipoproteinas
plasmaticas, por lo cual el
colesterol para ser
acarreado debe translocarse
a la superficie y removido
de la vesicula. Los dominios lipidicos pueden ser ensamblados en la vecindad a las
moléculas de ABCa; 0 estas pueden migrar a dichos dominios. Como se observa en la
Figura. 1.5. estos lipidos internos son transportados longitudinalmente a una camara por
un proceso facilitado por la alta afinidad que presentan los sitios de unién de
fosfolipidos los cuales inducen a la union del ATP a los NBDs lo que promueve su
dimerizacion y entonces cierran la cAmara atrapando los lipidos girando al hidrolizar el

Fig. 1.5. Modelo de actividad translocasa de ABC,; (24).
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ATP [A]; la union ADP-NBDs ocasionara un cambio configuracional en la estructura
del transportador abriendo la camara [B], es entonces cuando los lipidos son extruidos a
dominios en la superficie celular ricos en colesterol donde seran removidos por
apolipoproteinas integradas en la particula de HDL naciente [C] para finalmente revertir
la cdmara incrustada en ABCa; ocasionando un re-arreglo conformacional [D] luego de
la disociacién ADP-NBDs y la extraccion de lipidos (24, 29).

El transportador ABCp; esta regulado por dos mecanismos basicos (Tabla. 1.1.) los
cuales modulan su actividad en estadios previos a la iniciacion de la actividad mediada
por esta proteina o luego de la misma, pudiendo estar concatenado a una serie de
eventos dependientes o a vias metabdlicas y/o de sefializacion relacionadas a su accion
(24, 29).

Tabla 1.1. Mecanismos de regulacion de la expresion y la actividad del transportador ABCa; (24).

IFN, interferén; TGF, factor transformate del crecimiento; LXR, receptor hepatico X; RXR, receptor de acido retinoico; PPAR,
activante del receptor nuclear de ploriferacion de peroxisomas.

In vivo, el transportador ABCa; se expresa extensamente a lo largo de todos los
tejidos animales con diversas funciones, destacando entre ellas, la formacion de HDL-C
y el transporte reverso de colesterol (Figura. 1.6.). En esta Gltima, como se aprecia en la
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Figura. 1.6, se pone en evidencia la mayor funcién de las moléculas de HDL
transportando el colesterol desde las células de tejidos periféricos al higado para su
eliminacion en la bilis en donde ABCa; media dicho fendmeno en el cual Apoa:
hepatica, libre de lipidos, adquiere colesterol libre [C] y fosfolipidos [PL] desde el
higado y células de tejidos periféricos para formar particulas nacientes de HDL [discos].
Las moléculas Apoa; que no acarrean lipidos son purificadas por el rifion. Las
moléculas maduras de HDL-C a través de la accion de la enzima esterificante del
colesterol lisolecitincolesterol aciltransferasa [LCAT] transfiere los esteres de colesterol
[CE] por SR-B1 y otras lipoproteinas como la proteina de transferencia de CE [CETP]
(24).

Los esteres de colesterol, provenientes del LDL-C, son entregados al hepatocito por
endocitosis mediado por el receptor hepéatico para las LDL [LDLR]. Apoa; €s reciclada
para volver a circulacion avida por ABCa; en células de tejido periférico (24).

Riffon Tejido Periférico

Higado

Bilis

Fig. 1.6. Modelo de transporte reverso de colesterol mediado por ABCx; (24).

METABOLISMO DE COLESTEROL, ABC,; Y DISFUNCION EN
ISLOTES PANCREATICOS

El transportador ABCa; tiene funcion tejido especifico—dependiente susceptible a
distintas patologias relacionadas con el metabolismo de lipidos. Esta propiedad ha sido
estudiada en distintos modelos experimentales en busca de variantes en su modulacion,
en donde, la exposicién a dietas altas en grasa como la dieta de occidente, ocasionan
cambios en la expresion selectiva de dicho gen frente a una dieta control (33, 34).

Existe evidencia robusta sobre el papel del transportador ABCa1 en el metabolismo
de colesterol y la funcion de la célula B pancreética, sobre el cual, ciertas mutaciones
conducen a una inhabilidad de eliminar el exceso de colesterol intracelular con una
disminucion en los niveles plasméaticos de las HDL-C. Este exceso de colesterol
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intracelular puede indirectamente disminuir la funcion de la célula B pancreatica en la
liberacion de insulina ante un estimulo de glucosa (35).

Animales de experimentacion alimentados con dietas altas en grasa manifiestan un
deterioro progresivo de la funcion secretora de la célula B pancreatica acompafiada con
una marcada insulinoresistencia. En ratones, a los que se les administrd una dieta rica en
lipidos, la rosiglitazona, un medicamento que estimula sintesis de insulina via PPAR—y,
mejora la tolerancia a la glucosa, sin embargo, ratones carentes de ABCa; a nivel
pancreatico, no responden a este tratamiento lo que sugiere que la activacién de ABCa;
juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa en los acinos pancreéticos
(35).

Existen muchos genes (Tabla. 1.2.) involucrados en el metabolismo del colesterol los
cuales presentan un impacto relevante en la etiologia y severidad de la diabetes mellitus
tipo 2 [DMT2] (35).

Tabla. 1.2. Genes involucrados en el metabolismo del colesterol que tienen impacto sobre DMT2 (35).

Gen Efecto

ABCy; Wanantes han sido asociadas con DMT2 a lo large de muchos grupos étnicos.

LXR Activador transenpeional de ABCy4;, delecion genética de LXE[ resulta en una
disminueion en la toleraneia la glucosa v al acumulo de lipidos en los islotes.

LDLR Identificado a lo largo del genoma presentando asociacion con diabetes.

LEP; Eatones con falta de LEP; tiene valores plasmaticos elevados de LDL-C v disrninucion en
la secrecion de insulina por parte de los islotes.

LRP; Portadores de mutaciones en LEPj presentan valores elevados de LDI-Colestercl vy un
riesgo incrementado en el desamollo de DMT2.

SCIy Batones que carecen SCD; tienen una subpolbacion de islotes con una concentracion

elevada de colesterol v una secrecion de insulina atenuada.

Alteraciones en la concentracion plasmatica de colesterol y en el interior de la célula
B pancreatica pueden contribuir en la patogénesis de DMT2 ya que el transportador
ABCp; regula el eflujo de colesterol celular siendo esencial para un Optimo
funcionamiento de la célula B pancreatica, por lo que el dilucidar el mecanismo exacto
mediante el cual esta regulacion se produce y el impacto del colesterol sobre la
secrecion y liberacion de insulina es de gran importancia (35).
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JUSTIFICACION

Estudios recientes muestran que la ausencia del gen ABCai en la célula B
pancreatica se asocia a un incremento en la concentracion de colesterol intracelular asi
como una marcada disminucion en la liberacién de insulina que incurre en una
alteracion progresiva en la tolerancia a la glucosa (18, 33-36).

El transportador ABCa;, ademdas de estar relacionado funcionalmente con su
actividad acarreadora de colesterol, se asocia a enfermedades endémicas propias de la
globalizacion y de la urbanizacion tales como la obesidad, DMT2 y en consecuencia al
sindrome metabdlico (35, 36).

Existen pocos datos que expliquen el mecanismo mediante el cual el transportador
de membrana ABCa; esta directamente involucrado con la liberacion de insulina y la
homeostasis de la glucosa, de tal manera que una dieta hipercaldrica alta en lipidos
como programador fetal del desarrollo durante gestacion y lactancia en animales de
experimentacion, ofrece una perspectiva mucho mas amplia del papel de ABCa; en la
liberacion de insulina por parte de la célula B pancreética.
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HiPOTESIS

Una dieta hipercalérica con un alto contenido en lipidos, como factor
programador del desarrollo durante gestacion y lactancia, inducira una alteracion
en la expresion pancreatica del gen ABCa; con cambios significativos en la
concentracion plasmatica de insulina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion génica de ABCa; en tejido pancreatico durante la lactancia en
el modelo de rata obesa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Determinar la expresién de ABCa; a dia 10 y 20 durante lactancia.

» Asociar patrones de expresion de ABCa; con la concentracion de insulina
circulante.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se trabajo con ratas de la cepa Hsd: Sprague Dawley®™ SD®™ cuya tabla de

crecimiento peso/tiempo [gramos/semanas] muestra un mayor incremento a comparacion
de otras cepas con genética silvestre. Asimismo, estos animales presentan una fisiologia
y bioquimica estable y homogénea asi como un patrén reproductivo adecuado para los
requerimientos de este proyecto (37).

El proveedor garantiza la idoneidad, salud y calidad del animal por lo que se
solicitaron hembras adultas entre 90-110 dias de edad [peso=200-250 g] al momento de la
monta y machos adultos de edad semejante [peso=250-300 g] a fin que al momento del
apareo ajustar un radio de monta macho/hembra 1:2 (8, 9, 37). A fin de asegurar el
resultado y la homogeneidad experimental, se pidio un total de 40 hembras y 20 machos
virgenes para este estudio.

Los animales fueron alojados en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Medicas y Nutricion Salvador Zubirdn [INNSz] bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura (hR=60% + 5 y T=20°C £ 1) con ciclos luz/oscuridad de 12
horas teniendo acceso a agua y alimento ad libitum con un protocolo de trabajo
preestablecido (Figura. 2.0.) (8-10). La distribucion de animales dentro de cada uno de
los grupos experimentales fue planeada de tal manera que el valor promedio del peso
para cada uno de ellos no marcara una brecha al inicio del experimento, asimismo, su
alojamiento fue en caja individual a partir del dia 0 de gestacion el cual se establecio por
el hallazgo de espermatozoides en un frotis vaginal tefiido con lugol a las primeras horas
de la mafiana (8, 10).

El acceso a agua y alimento fue ad libitum empledndose dietas control [Harlan®-
2018S] y una alta en grasa [Harlan TD.97070°~HFD] con un aporte energético de 3,4 Kcal/g
y 5,1 Kcal/g respectivamente (38-41). Ambas dietas son producidas por Harlan-Teklan,
en donde la dieta HFD, es una dieta usada para inducir la obesidad [DIO] cuya
concentracion lipidica es del 33,4% en peso, con una composicion en grasas de: 45%
insaturadas, 24% transinsaturadas, 24% monoinsaturadas (cis) y 7% poliinsaturadas,
provenientes de grasas vegetales y de aceite de coco (40, 41).

El estudio estd orientado a los crios machos en lo que respecta a su caracterizacion
molecular y metabdlica; en lo que refiere a las madres, se valor6 sus pardmetros
metabolicos teniéndose en consideracion el desarrollo fenotipico clasico del modelo de
manera homogénea tanto en crios como en madres, registrandose los pesos y medidas
cada tercer dia asi como al momento del inicio del estudio (9, 11). Al nacimiento y al
dia de sacrificio se registrd talla, peso, perimetro cefalico y abdominal asi como la
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distancia ano—genital registrandose también, al nacimiento, el numero de crios, sexo y
ajustando camadas a 12 tratando en lo posible de mantener una relacién 1:1
macho/hembra entre ellas trabajandose solamente con aquellos animales que
presentaron un comportamiento homogéneo y con un numero de crios mayor a 10 (9,
11, 41); observandose el comportamiento de la madres en busca de fenémenos tales
como canibalismo y alteraciones conductuales reportados como consecuencia de la
transicion nutricional que actia como un estresor. (8-11)

Como se esquematiza en la Figura. 2.0., el protocolo muestra el trabajo con el animal
hasta la fecha de sacrificio, en donde, la obtencion de tejidos, sangre y demas muestras
se hizo previa decapitacion con un ayuno tanto para crios como madres de 4 horas. (8,
9, 11)

Fig. 2.0. Protocolo de manejo, alimentacion y grupos de trabajo.

Posterior al sacrificio se separ0 por centrifugacion el suero del paquete globular el
cual se almaceno a —20°C hasta su analisis posterior (8, 10) (Figura. 2.1.).
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El tejido pancreético, exento de grasa, se recolectd rapidamente luego de haber sido
sacrificado el animal, fragmentandolo y sumergiéndolo en una solucién que estabiliza
la molécula de RNA y la protege de la accion de RNAsas conservandola de manera
idénea hasta 72 horas a 4°C para su ulterior extraccion (42, 43). Muestras adicionales se
conservan a —80°C.

PERFIL BIOQUIMICO

El perfil bioquimico seleccionado constd de las siguientes pruebas:

GLucosA

La patologia mé&s comun relacionada con el metabolismo de hidratos de carbono
es la diabetes mellitus. El diagnostico precoz y control de los pacientes diabéticos tiene
por objeto evitar las complicaciones de los sintomas resultantes de la hiperglucemia
(44).

FUNDAMENTO

El esquema de la reaccion es el siguiente (44):
Glucosa + 02 + H20 G690 _, Acido Glucénico + H:04

2 H:0: + 4-Aminofenazona + Fenol L Quinona Coloreada +4 Hz

COLESTEROL

La determinacion de colesterol en forma aislada tiene utilidad diagndstica limitada y
su concentracion varia en un gran numero de condiciones clinicas. EI colesterol es uno
de los factores contribuyentes al desarrollo de ateroesclerosis (45).

FUNDAMENTO
El esquema de la reaccion es el siguiente (45):

Esteres del Cclestemlir Colesterol + Acidos Grasos

Colesterol + O3 — CHOD , Colesten-3-ona + H:0-

H;0; +4-Aminofenazona + Aceptor _ FOD Quinonimina Roja

TRIGLICERIDOS

Su medicion es importante en el diagndstico y manejo de las hiperlipidemias, que
pueden ser de origen genético o secundarias a algunos tipos de patologias como diabetes
mellitus (46).

FUNDAMENTO
El esquema de la reaccion es el siguiente (46):
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Trigliceridos Lmum';?'tema If'lpasar- Glicerol + Acidos Grasos
Glicerol cinasa

Glicerol + ATP # Glicerol-1-P + ADP
Glicerol-1-fosfato + 0 LH;D; + Dihidroxiacetonafosfato

. FOD . _ .
H:0: + 4-Aminofenazona + Clorofenol —————— Quinoneimina Roja

El proveedor de la cepa Hsd: Sprague Dawley®™ SD®™, propone los siguientes

valores de referencia (Tabla. 2.0.) a ser considerados en este estudio (37):

Tabla. 2.0. Parametros de referencia cepa HSd: Sprague Dawley®™ SD®™ — Harlan Holanda (37).

Parameiro Tnidad Machos Hembras 1y,

6 Wso 12 Wso 6 Wso 12 Wso
Peso corporal g 133 8-1738 3483-3713 1421-1623 2066-2422
Glucosa mumol] 63-7.1 57-7.1 5.2-10.2 31-119
Colesterol mimol] 29-33 23-29 19-33 23-217

Triglicéridos  mmol1] 0,57-051 106138 0,39-0,72 039-131

ITow = 1a0E0 da refarsncia {maximo—minimo)

Wseo =semanas deadad

Las técnicas bioguimicas aplicadas se fundamentan en la ley de Lambert y Beer en
donde incrementos sucesivos del analito a determinar aumentan la absorbancia a una
longitud de onda determinada a un solo punto, detectable y cuantificable por equipos
espectrofotométricos—colorimétricos (47). El control de calidad de la marca Wiener®
aplica 2 niveles de aseguramiento con coeficientes de variacion [CV] inter e intraensayo
permitidos menores a 5% para técnicas manuales a emplearse en todos sus reactivos
(48).

PERFIL HORMONAL

En esta investigacion se cuantifico:

INSULINA

La insulina es una hormona pancreética de naturaleza polipeptidica que de forma
madura esta constituida por 51 residuos con un peso molecular de 5,8 kilo—Daltones
[kDa] encargada de la regulacion del metabolismo de carbohidratos. Su localizacion
génica en Rattus norvegicus es 12g12. Su cuantificacion beneficia al diagndstico,
seguimiento, tratamiento y pronoéstico de diabetes mellitus (49).

FUNDAMENTO

El radioinmunoanalisis [RIA] es el estandar de oro para la cuantificacion de esta
hormona. Para este efecto, se empleo el kit de insulina para rata de la marca Linco®
cuya metodologia usa insulina marcada con **1 y un antisuero para insulina de rata
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para determinar el nivel de insulina en suero, plasma o medios de cultivo de tejido por
la técnica de doble anticuerpo/polietilenglicol de manera competitiva (50).

Esta metodologia presenta una sensibilidad de 3,4 pmol/l con alta precision y
especificidad empleando dos controles internos con un CV intra e interensayo permitido
de ~5% y ~10% respectivamente siendo la reaccién lineal hasta 172,18 pmol/l. El rango
de referencia propuesto por el fabricante es de 86,1 — 344,4 pmol/I (50).

LepTINA

Es producida en su gran mayoria por el adipocito, aunque también se expresa en el
hipotalamo, ovario y placenta. Fue descubierta en 1994 en el raton, el gen Ob en rata se
cartografio en 7g31,3 codificando para una proteina de 16 kDa integrada por 167
residuos. Se cree que la leptina actia como un lipostato, lo que constituye una sefial
(retroalimentacion negativa) que informa al hipotdlamo que el cuerpo ya ha ingerido
suficiente alimento y debe inhibir el apetito (51, 52).

FUNDAMENTO

Se empleo un kit de leptina para rata de la casa Linco® que se fundamenta en un
RIA competitivo de doble anticuerpo con una sensibilidad de 12,5 pmol/l, preciso y
altamente especifico (51, 53).

Emplea dos controles internos con un CV intra e interensayo permitido de ~10% y
~15% respectivamente siendo la reaccion lineal hasta 1250 pmol/l. El rango de
referencia propuesto por el fabricante es de 187,5 — 437,5 pmol/l (53).

PRUEBAS MOLECULARES

La secuencia metodoldgica se construyd de la siguiente manera:

EXTRACCION DE RNA

Se ocupo el Kit de extraccion de RNA RNeasy® Plus Mini de QIAGEN con
columnas para la eliminacion de DNA gendémico [gDNA] trabajandose de acuerdo al
protocolo de purificacion de RNA i a partir de tejido animal propuesto por el
fabricante, disefiado para su aislamiento rapido de 1-6 pg empleando de 15a20 mg
de tejido estabilizado (54).

Su fundamento (Figura. 2.2.) radica en la propiedad selectiva de union que tiene la
columna al DNA de doble cadena para asegurar una purificacion eficiente de RNA de

alta calidad sin la necesidad de la digestion adicional por DNasas (54). Las muestras
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biolégicas primero son lisadas y homogenizadas con un buffer altamente
desnaturalizante de isotiocianato de guanidina, el cual inmediatamente inactiva las
RNAsas para asegurar el aislamiento integro de RNA para luego remover el gDNA por
centrifugacién sobre su columna, la cual, en combinacién de una buffer rico en sales
permite la separacion de manera eficiente (54). Para el proceso de purificacion, el etanol
adicionado ofrece las condiciones adecuadas de uniéon RNA-columna, lo cual, a travéz
de lavados consecutivos permite la remocion eficaz de contaminantes obteniendo al
final un RNA sumamente puro el cual es eluido en 30-50 pL de agua libre de RNAsas
para su uso (54).
Células o Tejido

™ Lisado y Homogenizado

|
; £DNA Remocién de gDNA
FMNA o 12
1~ Adicién de Etanol
T
;\ Unién del RNA total
5" RNA ne
i
| Lavado
= Elucién
~ ENAEluido

Fig. 2.2. Protocolo de extraccion de RNA
kit RNaeasy® Plus Mini QIAGEN (54).

TRANSCRIPCION REVERSA

La enzima QuantiTect® de QIAGEN para la sintesis de DNA copia [cDNA] y la
remocion de gDNA es usada para tiempo real a partir de 1 ug de RNA total (55).

Seguido a la extraccion y purificacion de RNA, se determind la concentracion de
nucleétidos por espectrofotometria—UV a 260 nm mediante la valoracién de la
absorbancia por duplicado [A260] a fin de calcular la correspondecia volumen-
concentracion para la sintesis de cDNA, considerando un volumen final de reaccion de
20 uL (55). El fabricante recomienda testigo positivo y negativo para cada reaccion de
sintesis asi como comprobar la integridad del RNA de manera previa por corrimiento
electroforético sobre un gel de agarosa al 1% en TBE-1X tefiido con bromuro de etidio
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corroborando la presencia de fracciones ribosomales 28S, 18S y 5S para cada una de las
muestras (55, 56).

Esta metodologia emplea la enzima MMLV (Maloney Murine Leukemia Virus)
siendo una enzima multifuncional con actividad: DNA polimerasa RNA dependiente,
exonucleasa (RNasa H) y DNA polimerasa DNA dependiente, a fin de garantizar una
transcripcion reversa adecuada (55). Asegurando la eliminacién de gDNA que aun
pueda estar presente luego de la extraccion, la técnica (Figura. 2.3.), recomienda el uso
previo de la enzima gDNA Wipeout incluida en el kit (55, 56). Para la reaccion de
sintesis, la enzima tiene una gran afinidad por el RNA optimizando el proceso
requiriendo en su protocolo de 10 pg a 1 pg de RNA total en donde la mezcla de
oligonucledtidos aleatorios asegura una alta eficiencia de reconocimiento para todas las
regiones a ser transcritas (56).

Fig. 2.3. Protocolo y secuencia de sintesis de cDNA del kit QuantiTect® de QIAGEN (55, 56).

Pcr TIEMPO REAL

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real [qPCR] €S una prueba
cuantitativa para cualquier secuencia amplificable de DNA mediante la cual se
monitorean multiples reacciones simultaneas durante un ciclo de termociclado, en
donde se registra la acumulaciéon de DNA de doble hebra sintetizado mediante la
cuantificacion de la fluorescencia resultante de la union de la doble hebra teniendo en
consideracion que la cinética de la fluorescencia acumulada durante el proceso es
directamente proporcional y trazable al nimero inicial de copias (57).
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El instrumento que se empleé fue el LightCycler 2.0®° de Roche Dignostics/Applied
—Science, el cual usa sondas de hidrolisis (Figura. 2.4.) para trazar la reaccion, las cuales,
estan estructuradas de 8-9 nucle6tidos marcadas generalmente con fluoresceina [FAM]
en el extremo 5° a un cuando se puede usar otros fluoroforos como marca para
reacciones maltiples [multiplex] (58). Roche emplea la tecnologia de &cidos nucleidos
cerrados [LNA] en sus sondas, que siendo andlogos a los nucledtidos de origen
bioldgico, poseen un puente metilo 2°-O y 4’-O en la ribosa lo que aumenta la
estabilidad térmica y el poder discriminativo, lo cual permite tener un 99% de cobertura
en la especie motivo de este estudio (58).

Fig. 2.4. Principio de fluorescencia de las sondas de hidrdlisis Roche® (58).

El disefio de sondas se realiza en el sitio
www.universalprobelibrary.com que es una
biblioteca que usa un software que permite la
busqueda y/o disefio de oligonuclettidos in-silico a
fin de minimizar falsos positivos con gDNA,
reaccion homologa o con pseudogenes y la
interaccion con intrones mediante un proceso o o
sencillo  (Figura. 25) de salto intronico E'gl'_z('gé)m'"c'p'o de salto intronico
proporcionando al final el par de oligonucleotidos, '
y el numero de sonda UPL (Universal Probe Library) correspondiente (Tabla. 2.1.) a mas
de informacion adicional como tamafio de amplicon, espacio intronico y secuencia de
estudio (57-59).

Tabla 2.1. Resultados de la biblioteca de sondas para ABC,; Yy HPRT en Rattus norvegicus (59).

ABCy;

Secuencia Tm %GC Posicion
Oligo 3" Fw gaaaaaccaggegatgg 60 30 5288 - 3303
Oligo 3" Bw caagagagtegagagacgaage 60 35 533635357
Amplicon: 70 nt
Sonda #: 80
HFRT

Secuencia Tm % GC Posicion
Oligo 3" Fw gaccggttetgteatgteg 60 38 34-71
Oligo 3" Rv acctgotteatcatcactaateac 39 42 91-114
Amplicon: 61 nt
Sonda=:93
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Se normalizd la expresion relativa de ABCa; con el gen constitutivo HPRT
(HiPoxantina guanina fosfoRibosil Transferasa) de alta expresion, el cual, acorde a la
bibliografia es adecuado para el estudio de nuestro gen problema bajo las condiciones
generales y nutricionales del modelo experimental (60).

Dentro de esta metodologia, fabricante y proveedor recomiendan trabajar de manera
uniforme a fin de evitar artificios que puedan incurrir en diferencias significativas
interensayo, es por ello que se empled el mismo calibrador para normalizar a lo largo de
todo el experimento, el cual es una poza de animales Chow Cm a dia 10 y se estandarizé
la eficiencia y la especificidad mediante interpolacion de un punto externo exportable de
calibracion que ademas de garantizar la reproducibilidad inter e intraensayo sirve de
control interno de calidad (57-60).

Finalmente, a todas las reacciones para el constitutivo HPRT, se adiciond la enzima
Uracil-DNA-Glicosilasa recombinante que hidroliza uniones uracil- glicosidicas en los
sitios U-DNA a fin de eliminar el producto de la reaccion que pudiera contaminar la
reaccion (61).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se emplearon los programas SPSS 15.0 en espafiol (62,
63) y GraphPad Prism 4.0 (64) para Windows considerandose una significancia minima
preestablecida de p < 0,05.

En esta investigacion se emplea una prueba t para muestras independientes para el
analisis intragrupal a cohortes entre dia 10 y dia 20 considerandose una distribucion
muestral uniforme. Cuando sus varianzas no son iguales la prueba U de Mann-Whitney
es la de eleccion.

El estudio estadistico intergrupo se efectud con un analisis normal de varianza de
un solo factor [ANOVA] a los intervalos dados empleando como prueba poshoc
Bonferroni asumiéndose varianzas iguales a ser corroboradas con la prueba Z de
Kolmogorov-Smirnov o en su defecto la prueba no paramétrica Kruskall Wallis al
tratarse de varianzas no semejantes.

En busca de asociaciones y/o tendencias se empled la prueba de Pearson de
correlacion bivariada.
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RESULTADOS

En la presente investigacion el establecimiento de un modelo experimental idoneo a
ser aplicado incide en gran importancia. El proceso de estandarizacion y validacion del
modelo biolégico de obesidad en rata a fin de garantizar una muestra representativa
sobre la cual trabajaremos nuestros ensayos, es fruto de arduo trabajo y observacion
sobre las variables intrinsecas en el animal y las variables en estudio (Tabla. 3.0.).

Tabla 3.0. Resumen de experimentos ejecutados a fin de establecer el modelo final de estudio.

En el modelo final [I11b./1V] se efectian todas las mediciones de esta investigacion.
La cuantificacion de la expresion relativa de ABCa; frente al constitutivo HPRT se
realizd por duplicado empleando un estandar interno extrapolable asegurando la
reproducibilidad del ensayo, normalizando el proceso con un calibrador, mezcla de
animales control a d10, a lo largo de todo el experimento.

La expresion génica de ABCa; (Tabla. 3.1.) muestra un patron constante a los
intervalos sefialados en lactancia en los grupos sin transicion nutricional gestacion—
lactancia HFP y Chow. Sin embargo, el grupo HFDg que viene de un esquema
nutricional graso en gestacion y control durante lactancia presenta un incremento
significativo en la expresion del trasportador a d20 (p=0,005) al compararlo con el
promedio de sus animales a d10. En el grupo HFD_ la expresion disminuye de manera
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significativa a d20 (p=0,039) al compararlo con el primer cohorte a d10, contrario a lo
observado para el grupo HFDg, lo que sugiere que un cambio a régimen nutricional
graso durante estos intervalos en la lactancia disminuye la expresién pancreética de
ABCa.

Tabla 3.1. Expresion relativa ABCa/HPRT en tejido pancreéatico a d10
y d20-lactancia en crios machos grupos Chow, HFDg, HFD, y HFP.

Grupo n [C]Cociente £ DE
ABC,/HFRT

Dia 10 Gestacion

Grupe Chow [CC] @ 10 0832083

Grupo HFDz [GC] ' 26  047=02] #*bd *bd
Grupe HFDy [CG] ¢ 18 0,86=049 e
Grupo HFP  [GG] ¢ 18 147=1453

Dia 20 Gestacion

Grupo Chow [CC] & 10 088=041

Grmpo HFDg [GC] ¥ 19 0872053 *= p=0002
Grupo HFDL  [CG] ¢ 12 050034 xod 5;335
Grpo HFP  [GG] & 10 127069 #5¢ p=0.039

El transportador ABCa; en el grupo HFDg presentd el valor de expresion mas bajo
0,47 + 0,21 con significancia estadistica (p=0,002) al compararlo con el grupo HFP al
d10. A d20, HFD_ present6 un valor intergrupal mas bajo con 0,50 + 0,34 marcando una
diferencia (p=0,015) al compararlo con el grupo HFP, el cual en ambos cohortes es el de
mayor expresion, es por ello que bajo este sustento (Figura. 3.0.) el cambio a dieta HFP
durante lactancia induce un decremento en la expresion de ABCa;z en el d20. Ademas la
exposicion prolongada a lo largo de la gestacion y la lactancia a una dieta hipercalérica

gqPCR ABCA1.
Dia 10-20 Lactancia.
Crios macho.
*5 0 p=0015
1

_ 201 =08 5= (,002
E | ™ Chow Dia 10. (n=10)
% . l C—1 Chow Dia 20. in=10}
% ' “es = 0,039 ‘|’ [ HFDg Dia 10. (n=28)
%' *08 = (0,008 1 HFDE Dia 20. (n=18})
T 1.0- T T A ! [ HFD, Dia 10. (n=18)
: E=I HFD, Dia 20. (n=12)
%0.5- T [0 HFP Dia 10. (n=18)
1@ E=IHFD Dia 20. in=10)
2

0.0

Dda10. Dia20. Déa10. Daxd Da1e  DMa2 D e

Chow. HFD. HFD, . HFP.
Grupos Experimentales. (Lactancia)

Fig. 3.0. Graficas de barra qPCR para crios macho a cohortes d10-d20 grupos Chow,
HFDg, HFD, y HFP lactancia.
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rica en lipidos induce un aumento en la expresion pancreatica de ABCa; sin manifestar
diferencia estadisticamente representable con el resto de grupos estudiados.

En la Figura. 3.0. se presentan gréaficas de barra del valor promedio + error medio de
la desviacion estandar [SEM] para cada grupo en donde de manera clara se observan
diferencias y patrones anteriormente descritos en los resultados obtenidos a d10 y a d20.

La concentracion sérica de insulina present6 un incremento normal en su valor d20
en los cuatro grupos de estudio comparado frente a su valor a d10 (Figura. 3.1.). A d10, la
distribucion homogénea y semejante entre los grupos de estudio, sin embargo, es a d20
donde se aprecia discrepancia (p=0,018) entre los grupos sin transicion alimentaria HFP
y Chow respectivamente con un valor promedio a este cohorte de 82,36 = 50,68 pmol/I
y 27,62 19,77 pmol/l.

Insulina.
Dia 10 y 20 Lactancia.
Crios macho.
*20 5= 0,018
[ 1
120 %% p=10001
* o p= 0.024 [ Chow Dia 10. (n=11})
100 - f T C—1 Chow Dia 20. (n=12)
E.S 20 —‘7 HFDg Dia 10. (n=10)
H [ HFD Dia 20. (n=12)
o 60 B85 5=0,018 :HFDLDiE1U. n=12)
= i =
= ‘m_*aap:[]_u1u T :HFDLDIE 20. (n=12)
[ — ;
£ T [ HFP Dia 10. (n=10}
20 E=IHFD Dia 20. (n=12)
Al el m B

Dia10. D20 Dia1) Diax D1l DMa2 Dail DMaa

Chow. HFD. HFD,. HFP.
Grupos Experimentales. (Lactancia)

Fig. 3.1. Graficas de barra insulina para crios macho a cohortes d10-d20 grupos Chow,
HFDg, HFD, y HFP lactancia.

Al estimar el grado de correlacion entre los patrones de expresion del transportador
ABCa; con los valores de insulina circulante en los distintos grupos experimentales a
los intervalos descritos durante la lactancia se aprecia (Tabla. 3.2.) a d10 una relacion
inversa entre la expresion del transportador y los valores de insulina en los grupos con
alimento graso a este cohorte. A d20 la correlacion estudiada es inversa en aquellos
grupos con transicion nutricional.

En el perfil bioquimico seleccionado se observa (Figura. 3.2.) un patrén significativo
de incremento intrinseco al desarrollo animal durante la lactancia a lo largo de todos
los grupos experimentales en los parametros glucosa [A] y triglicéridos [C] estudiados a
intervalo d10 y d20 se muestran significativamente més altos en este Gltimo. Para el
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Tabla 3.2. Expresion relativa ABCa/HPRT en tejido pancreatico y
asociacion con valores de insulina sérica a d10 y d20-lactancia en crios
machos grupos Chow, HFDg, HFD_ y HFP.

Grupo [C]Cociente + DE  Insulina =DE
ABCAI/HPRT pmoll

Dia 10 Gestacion c » n
Grupo Chow  [CC] 2 0,830,083 013370 0390 0387 3
Grupo HFDz  [GC] bop47=0.21 010373 0265 052 8
Grupo HFDr  [CG] ¢ 086049 244486 0366 0333 9
Grupo HFP [GE] i 147£145 12511423 0159 0,763 &
Dia 20 Gestacion

Grupo Chow  [CC] ¥ 08 =041 27612064 0551 0335 5
Grupo HFDz  [GC] vo087+033 3021+1837 -0419 0482 7
Grupo HFDp,  [CG] < 0350=034 74328702 0,149 0,749 5
Grupo HFP [GG] 4@ 127=069 823553292 0275 0598 5

colesterol [B] esta tendencia al incremento se repite a excepcion del grupo HFD. en
donde los valores de colesterol sérico no manifiestan diferencia alguna en los dos
intervalos estudiados.

En la Figura 3.2. y Tabla. 3.3. Se intenta poner en evidencia la variacion bioquimica en

el modelo asociado a los distintos grupos experimentales durante los cohortes en
lactancia.
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La glicemia a d10 no reporté diferencia estadistica, no obstante el valor mas alto a
este punto corresponde a los animales del grupo HFDg. A d20, el valor mas bajo
corresponde al grupo HFDg (6,57 £ 0,92 mmol/l) diferencia que es significativa
(p=0,032) respecto al grupo HFD, (8,36 = 1,57 mmol/l) y HFP (p=0,029) a este corte,
(8,44 £ 2,31 mmol/l) siendo incluso menor al promedio del grupo control (Tabla. 3.3.).

Tabla 3.3. Valores séricos de perfil bioquimico a d10 y d20-lactancia en crios machos grupos
Chow, HFDg, HFD, y HFP.

El colesterol presentd un intervalo de distribucion homogéneo a d20 sin diferencia
entre sus varianzas. A d10, HFD, es el grupo con el valor promedio més alto con 4,97
+ 0,82 mmol/lI marcando diferencias significativas (p=0,009) (p=0,006) (p<0,001) con
todos los grupos: Chow de promedio 4,15 + 0,52 mmol/l, HFDg con 4,01 + 0,56
mmol/l y HFP con 3,79 + 0,68 mmol/l.

Los triglicéridos en la muestra a d10 presentan una clara diferencia entre los
animales que reciben dieta control y dieta grasa durante la lactancia. Es en estos ultimos
en los que se encuentra un incremento con una marcada diferencia (p=0,013) entre HFP
alcanzando un valor de 1,53 £ 0,82 mmol/l y el grupo Chow con 0,64 + 0,21 mmol/I. Al
segundo intervalo estudiado HFDg con un promedio de 1,00 + 0,47 mmol/l revela
discrepancia (p<0,001) (p<0,001), con los grupos grasa durante lactancia HFD_ y HFP
con 3,56 £ 2,96 mmol/l y 3,42 + 2,36 mmol/l, respectivamente.

Se observa que a d20 los animales del grupo HFDg presentan los valores mas bajos
en el perfil bioquimico estudiado, lo que sugiere asociacion con el fendmeno de
incremento en la expresién génica del transportador de membrana ABCa;. Los
animales bajo un régimen nutricional graso durante la lactancia presentan los valores
mas elevados a este segundo punto.
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Adicionalmente el efecto programador sobre los crios macho se monitorea con
curvas de crecimiento y peso final a sacrificio en d10 y d20 (Figura. 3.3.). En donde en la
Figura. 3.3. [A] Y [B] se evalua el intervalo d1-d10. B denota a d1 que el grupo con el
peso mas bajo es el grupo HFP con 5,92 + 0,43 g con significancia (p<0,001) (p<0,001)
al compararlo con HFD,, que presenta el peso promedio mas elevado, 6,95 + 0,47 gy
HFDg con un promedio de 6,49 + 0,35 g. En d10 HFD_ presento el peso promedio mas
elevado con 15,93 + 3,32 g discrepando de manera significativa con HFDg (p=0,013)
con 12,76 + 2,06 g siendo el mas bajo de entre los grupos a este cohorte mostrando
incluso diferencia significativa (p=0,012) con el grupo control de promedio 15,79 *
2,12 g sugiriendo un probable retraso en el desarrollo.

Fig. 3.3. Curvas de crecimiento crios macho d10 [A]-d20 [C] y graficas de barra a cohorte d10
[B]-d20 [D] grupos Chow, HFDg, HFD, y HFP lactancia.

En la Figura 3.3., para el intervalo d1-d20 en [C] y [D], [C] a d20 muestra una clara
separacion entre los distintos grupos hasta el final del experimento. En la estadistica
puntual a d1/d20, a d1 HFP y HFPg mostraron los valores mas bajos en peso con 5,96 +
0,23 gy 6,01 £ 0,55 g respectivamente frente a 6,30 £ 0,52 gy 6,81 + 0,54 g del grupo
Chow y HFD,. Las diferencias estadisticas a este intervalo develan que el control
(p=0,02) y HFD_ (p=0,001) son significativas ante el grupo HFDg al igual que HFD_
discrepa en gran manera con HFP (p<0,001) a este intervalo. En d20 HFD,_ de promedio
46,73 = 6,25 g marca diferencia significativa con todos los grupos restantes: Chow
(p<0,001) de promedio de 30,05 + 2,24 g, HFDg (p<0,001) con el menor promedio a
este cohorte con 26,85 + 2,36 g y HFP (p<0,001) con 40,78 £ 3,52 g. El grupo
experimental HFP presenta divergencia con el grupo testigo (p<0,001) y HFDg
(p<0,001).

29



Con la finalidad de Leptina.

disponer de una Dia 10 y 20 Lactancia. 8.8 5= 9030
panoramica metabélica Crios macho. (n = 3; d10.n = 5d20) = =¥ p = 0,028
completa se cuantifico "7 p=0,023

sobre una  muestra  gg- ol - g-gg‘z‘
representativa la o= = Chow.
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animales que reciben Fig. 3.4. Gréfica de barras leptina crios macho a cohortes d10-d20

. rupos Chow, HFDg, HFD, y HFP lactancia.
dieta alta en grasa o " ¢ Ly

durante esta ventana. Es asi que HFP con un valor promedio de 366,34 + 122,04 pmol/l,
marca una gran diferencia estadistica (p=0,028) (p=0,030) apreciable con el grupo
Chow de promedio 94,66 + 60,14 pmol/l y con animales del grupo HFDg con 97,19 +
46,20 pmol/l a d20. Un patrdn similar reporta el grupo HFD, a este segundo cohorte
con un promedio 361,74 + 218,82 mmol/l significativamente mayor en comparacion al
testigo (p=0,032) y HFDg (p=0,032). Como se observa en la Figura. 3.4., existe una
marcada diferencia intragrupal d10-d20, sin embargo el andlisis de varianza encontrd
apenas diferencia significativa (p=0,023) entre el grupo HFP d20-d10 con un promedio
de 366,34 + 122,04 pmol/l'y 56 + 73,77 pmol/l en este experimento.

Todos los valores de leptina se encuentran dentro de margenes de referencia a los
intervalos dados. Se observa claramente el valor promedio + SEM para cada grupo de
estudio a intervalos d10 y d20 para esta hormona en la Figura 3.4., en donde los crios que
presentan un incremento en los valores séricos de leptina son aquellos con un esquema
nutricional graso durante la lactancia por lo que su estado metabolico condiciona un
patron de ingesta mayor justificando su acelerada ganancia de peso que infiere en un
mayor valor de lipidos circulantes.
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DiscusiON

La evaluacién génica de ABCa; en pancreas total revela dos patrones de expresion a
los intervalos citados durante lactancia:

1. Un patron constante en los grupos sin transicion nutricional Chow y HFP
teniendo que:

a. Chow d10/d20 con un valor promedio de 0,83 £ 0,83 a d10y 0,88 £ 0,41
a d20 en sus animales.
b. HFP d10/d20 de promedio 1,47 £ 1,45ad10y 1,27 + 0,69 a d20.

Mecanismos de regulacion y vias de sefializacion relacionados con el
metabolismo de lipidos y colesterol, que modulan rio arriba en la regién
promotora de ABCa; (24), incurren en un mayor patron de expresion sobre los
animales con régimen graso durante lactancia sin que exista diferencia
significativa frente al grupo control.

2. Un patron variable en los grupos de transicién nutricional HFDg y HFD,,
observandose que:

a. HFDg d10/d20 presenta un incremento significativo (p=0,005) en la
expresion de este transportador a d20 con un promedio de 0,87 £ 0,53 en
sus animales al compararlo a d10 con un promedio 0,47 + 0,21.

b. HFD. d10/d20 presenta un efecto deletéreo en magnitud (p=0,039) en la
expresion de ABCp; partiendo de un valor a d10 de 0,86 £ 0,49 a un
valor de 0,50 + 0,34 al d20.

El proceso de adaptacion del organismo en formacion durante la gestacion—
lactancia y la transicion alimentaria desde y hacia una dieta alta en grasa
aparentemente desencadena un efecto represor en la expresion del transportador
ABCa; apreciable a d10 y d20 sugiriendo el fenémeno de re-modelacion celular
durante lactancia como un supuesto causal en esta neo—adaptacion a nivel de
tejido pancreatico (65).

Bajo esta hipotesis, a d10 el valor de expresion promedio intergrupo para ABCar
méas bajo corresponde a HFDg y a d20 dicho valor estd representado por HFD_
sugiriendo que una dieta alta en grasa como programador fetal del desarrollo en
gestacion y lactancia, disminuye la expresion génica de ABCa; en transicion con dieta
estandar debido a una disrupcion en el acondicionamiento metabdlico frente al reto
nutricional que representa una dieta rica en lipidos (65).
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Para asegurar mayor representatividad y un mayor poder estadistico sobre este
proyecto se desea incrementar la muestra para la cuantificacion relativa de ABCaz por
tiempo real y completar el estudio de expresion con la dosificacion proteica del
transportador por inmunoblot en tejido pancreatico.

Como se comentd con antelacion, la insulina denota un incremento de d10 a d20 a
razén de que el nuevo organismo crece, sus necesidades metabdlicas incrementan y se
independiza (11, 15). Sin embargo a dia 20, como consecuencia de un incremento
exacerbado en el peso, concentracion de lipidos circulantes y aunado a la modulacién en
la expresion génica de ABCa; los animales alimentados con dieta grasa durante
lactancia revelan un incremento significativo en los valores séricos de esta hormona al
compararlos con los animales control durante este estadio.

El estudio de correlacion entre la expresion del gen ABCa; y los valores séricos
cuantificados para insulina en un mismo animal muestran un ligero patrén de asociacion
a los intervalos seleccionados. A dia 10, la expresion relativa de ABCa; y la
concentracion de insulina son inversamente proporcionales en aquellos animales
alimentados con dieta grasa durante la lactancia mientras que a dia 20 esta asociacion
inversa se presenta en aquellos grupos con transicion en el nutricional. La correlacion
no fue significativa por lo que sugiere replicar el estudio debiéndose ajustar y ampliar la
muestra a fin de aumentar la resolucion estadistica del ensayo coadyuvado a un estudio
de co-localizacidn intracelular de insulina sobre célula  en tejido pancreatico a fin de
tener una mejor perspectiva de la funcion secretora mediada por este transportador en
nuestro modelo.

Cambios permanentes que podrian potenciar la ulterior aparicién de la diabetes con
una disminucién en la secrecion de insulina.

El perfil bioquimico seleccionado presenta un patrén al incremento en d20 de
manera significativa en su valor sérico sobre todos los grupos experimentales debido al
establecimiento paulatino de un metabolismo auténomo hacia el final de la lactancia
(15). La glucemia remarca las siguientes consideraciones:

1. Pese a que la diferencia entre los grupos no alcanzé significancia a d10 los
valores de glucosa circulante en los animales alimentados con dieta grasa
durante la gestacion se vieron elevados.

2. A d20 el incremento se hace significativo (p=0,029) (p=0,032) en el grupo
HFD, y HFP frente al grupo HFDg cuyo valor promedio por debajo al grupo de
referencia.

Como esté descrito en la literatura, la exposicion materna a un alimento rico en
lipidos durante gestacién y lactancia (14, 15) incrementa la glucemia en la progenie
apreciandose este fendmeno de manera contundente hacia el término de la lactancia. No
se pudo realizar la prueba de correlacion entre expresion relativa del gen ABCa; y la
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bioquimica seleccionada. Sin embargo, una disminucion en la expresion de este
transportador de membrana en célula B pancreatica se asocia a un decremento en la
liberacion de insulina (18, 33, 35, 36), lo cual a estos intervalos podria generar una
secrecion compensadora de insulina ante el reto metabolico que incurrira en una
alteracion progresiva en la tolerancia a la glucosa con el consecutivo agotamiento
pancreatico.

No existe asociacion reportada entre los valores séricos de colesterol y triglicéridos
con la ausencia de ABCa; en la célula B pancredtica (18, 33). Los valores de colesterol
sérico encontrados a d20 no presentan diferencia intergrupo. A d10 HFD., cuyos
animales vienen de un esquema nutricional no graso en gestacion, frente a un reto
nutricional mediado por una sobrecarga exogena de lipidos aumentan sus valores de
colesterol en circulacién con disminucion en la secrecion de insulina lo que podria
incidir en un decremento en la expresion de ABCa1, acumulo intracelular de lipidos al
reducirse la tasa de extraccion de colesterol mediado por este transportador y un
decremento en la funcion secretora de la célula B pancreética en etapas posteriores de la
vida (18, 24, 33).

Los triglicéridos en circulacién son un fiel reflejo del aumento dietario en la ingesta
mediata de &cidos grasos y lipidos, los que incurren en un aumento en sus valores en
circulacion en los grupos con alimento graso durante lactancia sin correlacion conocida
a diversos patrones de expresion pancreatica de ABCay.

Se ha descrito ampliamente el efecto inductor de obesidad mediado por la dieta
Harlan TD.97070®-HFD sobre crios durante gestacion y lactancia siendo extrapolable
a otras dietas en base grasa e hipercaldricas. Sin embargo, sobre los crios, el efecto
programador fetal del desarrollo y el patrén de caracterizacion bioquimico y hormonal
no es claro y difiere entre los distintos modelos y grupos de estudio teniendo todos ellos
como denominador en comun el desarrollo de indices similares al sindrome metabolico
como adultos (12-14) y la asociacion a un patron menor de expresion de ciertos genes
pancreéticos encargados de la produccion y liberacion de insulina (14-16).

Durante la lactancia en roedores ocurre un fendmeno de apoptosis y remodelacion
en célula B dando lugar a proliferacion, neo—formacion y diferenciacion celular en los
acinos pancreaticos, permeabilizando dicha célula al efecto programador mediado por la
dieta grasa de manera permanente (65). Distintas evidencias sugieren que una
disminucion en la expresion del transportador de membrana ABCa; en célula B
pancredtica conducira a un almacenamiento celular excesivo de colesterol y acidos
grasos al restringir su transito membranal (18, 33, 35, 36) que podria originar un
aumento citoplasmatico de especies reactivas de oxigeno, aunado a un detrimento en la
funcion mitocondrial (65) que induciria una alteracion progresiva de la célula p
pancredtica, adicional a un perfil insulinoresistente que desencadenara en el animal
diabetes mellitus tipo 2, con una pérdida en la tolerancia a la glucosa a edad adulta.
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Este modelo experimental de programacién fetal ofrece grandes expectativas y
perspectivas a ser estudiadas sobre la progenie en busca de patrones génicos del
desarrollo en el modelamiento bioquimico y metabolico de obesidad y diabetes. Se
sugiere como prerrogativa a ser estudiada la evaluacion genético-molecular y su
asociacion anatomica/bioquimica durante la gestacion en busca del efecto programador
durante y al final, esta ventana asi como el seguimiento del mismo pos—lactancia a edad
adulta en busca de una respuesta permanente que incremente el riesgo y la mayor
susceptibilidad al desarrollo de diabetes. Adicionalmente, como ya se comento, el
analisis quimico de la leche como el programador directo y el concentrado graso en el
animal como efecto primario de ello adquieren gran importancia para futuras
asociaciones entre la liberacién y accion periférica de la insulina en estos animales.
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CONCLUSIONES

La expresion pancredatica del gen para el transportador ABCx; en los crios a lo
largo de la lactancia aumenta bajo un régimen nutricional constante con base
grasa durante gestacion—lactancia.

La transicion desde o hacia el alimento graso durante gestacion—lactancia
disminuye la expresion pancreatica de ABCaz en los crios a lo largo de la
lactancia con recuperacion ante la suspension de este esquema nutricional.

El establecimiento metabolico autbnomo en la progenie se establece al final de
la lactancia en donde la alimentacion materna en base grasa condiciona a un
incremento de las variables bioquimicas en estudio.

Existe una correlacion entre el incremento en la expresion del gen ABCaz y un
aumento en los valores circulantes cuantificados para insulina, sin embargo esta
no es robusta probablemente debido a las limitantes del modelo o al reducido
nimero de datos.

Los valores de leptina hacia el término de la lactancia se encuentran elevados en
aquellos animales cuyas madres guardan un esquema nutricional graso durante
la lactancia.
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PERSPECTIVAS

El modelo de obesidad y el protocolo de estudio brindan la oportunidad de obtener
una perspectiva completa en busca del efecto programador permanente sobre la
progenie asi como su origen. Se trabaja en busca de patrones de programacion durante
gestacion y al momento del nacimiento asi como un seguimiento de los animales a
término de lactancia y en edad adulta, mas aun, se ahondan esfuerzos al buscar el efecto
directo de programacion sobre la composicion total grasa y tisular del ejemplar asi
como su vinculo directo sobre la lecha materna, el programador primario.

Existen una serie de genes de la familia ABC con funcion andloga a ABCa; como
ABCgg involucrados en un mecanismo compensatorio al existir una deplecion de ABCa;
funcional. Otros genes como: LXRa/B, RXR y PPRy que actuan como moduladores
positivos de la transcripcion en ABCa; al poseer sitios de reconocimiento en su region
promotora y SREBP 2 que reprimen su transcripcion de manera activa, incurren en vital
importancia para tener una perspectiva clara de la regulacion pre y postranscripcional de
ABCa1, sobre su actividad en el trafico de sustrato y su relacién con otras vias
metabolicas a fin de poder caracterizar la expresion génica de los principales elementos
reguladores del metabolismo lipidico y su asociacién con patrones de produccion y
liberacion de insulina en célula B pancredtica y su concentracion circulante.
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